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ZUSAMMENFASSUNG 1

1 ZUSAMMENFASSUNG

EINLEITUNG: Epidemiologische Daten belegen, dass die mediterrane Erndhrung mit einer niedrigen
Inzidenz an mit oxidativen Stress assoziierten kardiovaskuldren Erkrankungen einhergeht. Dabei
wird vor allem dem Olivendl, als Hauptfettlieferant in der mediterranen Erndhrung, eine
kardioprotektive Wirkung zugesprochen. Olivendl zeichnet sich neben dem hohen Gehalt an
einfach ungeséttigten Fettsduren (MUFA) durch ein reichhaltiges Spektrum an phenolischen
Verbindungen aus, deren antioxidative Wirkung bereits zahlreichen in in vitro Studien beschrieben
wurde. Demnach konnte der Verzehr von phenolreichem Olivendl auch in vivo vor oxidativen

Schédigungen schiitzen und somit das Risiko fiir kardiovaskuldre Erkrankungen senken.

ZIELSTELLUNG: Untersuchung der kardioprotektiven Wirkung von Olivendl und seiner

phenolischen Komponenten in einer Gruppe gesunder deutscher Ménner.

METHODE: Dazu wurde eine randomisierte cross-over doppelt-verblindete Interventionsstudie an
70 gesunden Ménnern zwischen 20 - 60 Jahren im Raum Berlin-Brandenburg durchgefiihrt. In
jeweils drei dreiwdchigen Interventionsphasen konsumierten die Probanden tiglich 25 ml natives
(phenolreich), gemischtes (mittlerer Phenolgehalt) und raffiniertes (anndhernd phenolfrei)
Olivendl, was sich ausschlieBlich im Gehalt an phenolischen Verbindungen unterschied. Das
Olivendl sollte dabei die gewohnlich verzehrten Fette ersetzen. Die Interventionsphasen waren
durch zweiwdchige Wash out-Phasen unterbrochen. Die Erhebung der Blutlipide, Biomarker der
Lipidperoxidation und endogene Antioxidantien erfolgte zu Studienbeginn sowie zu Beginn und

Ende jeder Verzehrsperiode.

ERGEBNISSE: Bei den Blutlipiden sowie den Biomarkern der Lipidperoxidation und den endogenen
Antioxidantien konnte keine signifikante Verdnderung in Abhédngigkeit vom Phenolgehalt der
applizierten Olivendle nachgewiesen werden. Einzig die Glutathion-Reduktase-Aktivitét stieg mit
zunehmendem Gehalt an phenolischen Verbindungen (prrena = 0,041). Unabhidngig von der
Konzentration der Phenole im Olivendl wurde bei den Probanden durch den Olivendlverzehr eine
Senkung von Gesamtcholesterol (p = 0,007) und Triglyzeride (p = 0,013) im Serum erzielt. Diese
Wirkung geht einher mit einem gestiegenen MUFA-Anteil in der Emédhrung aufgrund des
Olivenolkonsums (p < 0,001).

SCHLUSSFOLGERUNG: Die Hypothese, dass die Phenole im Olivendl aufgrund ihrer in in vitro und
Tierstudien beschriebenen antioxidativen Wirkung dem Olivendl neben dem einzigartigen
Fettsdureprofil eine zusétzliche kardioprotektive Wirkung bescheren, konnte in der vorliegenden
Studie nicht gezeigt werden. Dennoch konnte durch den Olivendlverzehr und der damit
einhergehenden Erhohung des MUFA-Anteils in der Erndhrung eine vorteilhafte Beeinflussung der
Blutlipide erzielt werden. Obgleich Olivendl nicht das vorwiegend verzehrte Fett in Deutschland
darstellt, zeigten die befragten Probanden eine hohe Akzeptanz. Folglich konnte die Integration von
Olivendl in die habituelle Erndhrung einen Beitrag zur Senkung des kardiovaskuldren

Erkrankungsrisikos leisten.



ABSTRACT 2

2 ABSTRACT

BACKGROUND: Epidemiological data show that the Mediterranean diet is related to a low incidence
of oxidative stress associated cardiovascular diseases. In particular, olive oil, which is the most
consumed alimentary fat in the Mediterranean diet, is discussed to be cardio protective. Besides its
high monounsaturated fatty acid content olive oil contains a remarkable amount of phenolic
compounds. Results from in vitro and animal studies suggest that these phenols are powerful
antioxidants. Thus, consumption of olive oil phenols also could inhibit oxidative damage in vivo

and therefore could reduce the risk of cardiovascular diseases.

OBJECTIVE: To investigate the cardioprotective effect of olive oil and its phenolic compounds in

healthy German men.

METHODS: Therefore, a randomised, cross-over, double-blind intervention trial in 70 healthy men
aged 20 - 60 years from the Berlin-Brandenburg area was conducted. Subjects were randomised for
three periods of three weeks to replace their usually consumed fat by daily 25 ml of virgin (high-
phenolic), common (medium-phenolic) and refined (low-phenolic) olive oil, which vary only in
their content of phenolic compounds. Each intervention was separated by a two-week wash-out
period. Blood lipids, lipid peroxidation biomarker and endogenous antioxidants were assessed at

study baseline and the beginning and end of each intervention period.

RESULTS: In the total study population, blood lipids, biomarker of lipid peroxidation and
endogenous antioxidants were not affected by the phenolic content of the olive oils administered.
Solely, a concentration-dependent increase in glutathion-reductase activity could be observed
(Prenda = 0.041). A significant reduction in serum total cholesterol (p = 0.007) and triglycerides
(p =0.013) after of olive oil consumption was assessed, which was independent from the content of
phenolic compounds in the olive oil. This effect goes along with an increased monounsaturated
fatty acids proportion in the habitual diet of the subjects as a result of the olive oil consumption

(p < 0.001).

CONCLUSION: The hypothesis, that phenolic compounds in olive oil due to its antioxidative
properties reported in in vitro and animal studies provide additional cardioprotective effects
besides those attributed to its unique fatty acids profile could not be supported by this study.
However, olive oil consumption exert beneficial effects on blood lipids, which could be ascribed to
the increased monounsaturated fatty acid content in the diet. Even though olive oil is not the main
source of fat in Germany, the interviewed participants showed a high acceptance. Thus, integration
of olive oil into the habitual diet could contribute to a risk reduction in cardiovascular diseases

among German men.
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3 EINLEITUNG

Kardiovaskuldre Erkrankungen zdhlen weltweit [1] und auch speziell in Deutschland [2] zur
haufigsten Todesursache. Jedoch gibt es Regionen, die eine deutlich geringere Mortalitidt an
kardiovaskuldren Erkrankungen aufweisen. Dies gilt im Besonderen fiir die mediterrane
Bevdlkerung. Erste epidemiologische Hinweise kamen diesbeziiglich aus der Sieben-Lander-Studie,
die von Ancel Keys Ende der 50er Jahre initiiert wurde. In dieser Kohortenstudie wiesen die zwei
griechischen und die drei italienischen Populationen die niedrigsten Mortalitdtsraten auf. Auch nach
25 Jahren Follow-up war die Inzidenz an kardiovaskuldren Erkrankungen in den siideuropdischen
Landern deutlich geringer als in den teilnehmenden nordeuropédischen Regionen. [3] Die aus der
Sieben-Lander-Studie ermittelte Tendenz spiegelt sich ebenfalls in den Mortalititsstatistiken der
Weltgesundheitsorganisation wider [4]. Aus diesen epidemiologischen Daten entwickelte sich die
Hypothese, dass die Erndhrungsweise der mediterranen Bevolkerung ausschlaggebend flir die
niedrige Inzidenz- und Mortalitdtsrate ist und folglich eine kardioprotektive Wirkung aufweist.
Diese Hypothese wurde durch eine Vielzahl von Studien [5-7] weiter erhértet.

Als traditionelle mediterrane Erndhrung wird die habituelle Kost der Bevolkerung in den Oliven
anbauenden Gebieten der mediterranen Linder Ende der 50er und Anfang der 60er Jahre definiert.
Diese Erndhrungsweise zeichnete sich durch einen vermehrten Verzehr von pflanzlichen
Lebensmitteln (Obst, Gemiise, Getreideprodukte, Kartoffeln, Hiilsenfriichte, Niisse und Samen),
Olivenol als Hauptfettlieferant, moderaten Konsum von Fisch und Gefliigel, geringen Verzehr von
rotem Fleisch und moderaten Genuss von Wein aus. Zusitzlich wies die mediterrane Bevolkerung
eine regelmifBige hohe korperliche Aktivitdt auf. [8] Dieses komplexe Gebilde des traditionellen
mediterranen Lebenstils wirft die Frage auf, ob die beschriebene kardioprotektive Wirkung auf der
Summe ihrer Komponenten beruht oder eher auf Einzelbestandteile zuriickzufiihren ist. In diesem
Zusammenhang wird vor allem dem Olivendl eine Schliisselrolle in der kardioprotektiven Wirkung
der mediterranen Erndhrung zugesprochen.

Olivendl ist mit einer Verzehrsmenge von 30 - 50 g pro Tag der wichtigste Bestandteil der
Fettzufuhr in der mediterranen Region [9]. Im Fettverzehr nordeuropdischer Lander dominieren
demgegeniiber tierische Fette [8]. Olivendl weist aufgrund seines hohen Gehaltes an einfach
ungesittigten Fettsiuren, speziell der Olsiure, ein einzigartiges Fettsduremuster auf. Daraus ergibt
sich ein giinstiges Verhiltnis von einfach ungesittigten Fettsduren zu gesittigten Fettsduren
(2 -4 zu 1), welches sich gemédf3 zahlreicher Studienergebnisse positiv auf den Lipidspiegel im Blut
auswirkt [10-12]. Neben diesem besonderen Fettsdureprofil ist Olivendl reich an phenolischen
Verbindungen, zu denen vor allem die Derivate von Oleuropein und Ligstroside sowie deren
Hydrolyseprodukte Hydroxytyrosol und Tyrosol zéhlen [13]. Diesen Verbindungen wird eine
antioxidative Wirkung zugesprochen. So =zeigten in vitro Studien, dass die phenolischen
Komponenten aus dem Olivendl als Radikalfanger fiir verschiedene reaktive Sauerstoffspezies
fungieren [14, 15], LDL vor Oxidation schiitzt [16, 17], und demnach auch die Bildung von
Isoprostanen und anderen Markern der Lipidperoxidation signifikant inhibiert [18]. Ebenso wurden
antiinflammtorische und antithrombische Eigenschaften [19] sowie ein positiver Effekt auf die

arterielle Endothelfunktion beobachtet [20].
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Kardiovaskuldre Erkrankungen zdhlen zu den mit oxidativem Stress assoziierten Erkrankungen.
Dabei liegt hiufig der Prozess der Arteriosklerose zugrunde. [9] Die Oxidations-Hypothese in der
Pathogenese der Arteriosklerose betrachtet die oxidative Modifizierung des LDL und dadurch
Akkumulation in den Makrophagen in der Arterienwand als obligatorischen Schritt in der Bildung
arteriosklerotischer Lésionen [21]. Ausgehend von dieser Hypothese konnten die Phenole aus dem
Olivendl aufgrund ihrer antioxidativen und zusitzlich beschriebenen antiinflammatorischen und
antihdmorrhagischen Eigenschaften eine kardioprotektive Wirkung ausiiben und den Prozess der
Arteriosklerose verzdgern. Demnach wiirde der hohe Konsum von Olivendl in den mediterranen
Lindern und die damit einhergehende erhohte Aufnahme phenolischer Komponenten einen
gesundheitlichen Nutzen in sich bergen und eine mogliche Erklirung fiir die niedrigere Inzidenz an
kardiovaskuldren Erkrankungen in dieser Region liefern. Jedoch ist der Wissensstand aus
kontrollierten randomisierten Interventionsstudien beziiglich der in vivo Wirkung der phenolischen
Komponenten bei Olivendlverzehr begrenzt und kontrovers.

Einen Beitrag zur Kldrung der in vivo Effekte der Phenole im Olivendl auf oxidative Schiadigungen
soll die vorliegende Arbeit leisten. Im Rahmen einer randomisierten doppelt-verblindeten cross-over
Interventionsstudie an gesunden Ménnern einer deutschen Population wurden die physiologischen
Wirkungen des jeweils dreiwdchigen Verzehrs von nativem, gemischtem und raffiniertem Olivendl
untersucht. Das Studiendesign ermoglicht die Differenzierung der Effekte von Olivendl mit hohem
und mittlerem Gehalt an phenolischen Verbindungen und phenolfreiem Olivenél. Folglich kann eine
Aussage speziell liber die Wirkung der Phenole unabhéngig vom Fettsdureprofil des Olivendles

getroffen werden.
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4  THEORETISCHE GRUNDLAGEN
4.1 Arteriosklerose und kardiovaskulare Erkrankungen
4.1.1 Definitionen

Die Arteriosklerose wird umgangssprachlich als Arterienverkalkung bezeichnet. Sie ist die
hiufigste chronisch fortschreitende Systemerkrankung der Arterien, die mit degenerativen
Verdnderungen der GefiBwand einhergeht. Laut der Weltgesundheitsorganisation wird die
Arteriosklerose als variable Kombination von Intimaverdnderungen der Arterien, bestehend
aus herdformigen Ansammlungen von Lipiden, komplexen Kohlenhydraten, Blut und
Blutbestandteilen, Bindegewebe und Kalziumablagerungen, verbunden mit Verdnderungen der
Arterienmedia definiert. Die stattfindenden Verdnderungen fithren zu einer Verhirtung,
Verdickung und Deformierung der Gefilwand mit einhergehendem Elastizitdtsverlust und
Verengung des Gefalumens. Die Pathogenese der Arteriosklerose beginnt meist im zweiten oder
dritten Lebensjahrzehnt und kann Jahrzehnte andauern, manifestiert sich aber oft erst in der zweiten
Lebenshilfte. Die Arteriosklerose verursacht ischdmische Folgeerkrankungen des Herzens, Gehirns
oder anderer Organe sowie der Extremititen. [22, 23]

Unter der Bezeichnung ,,kardiovaskuldre Erkrankung® (CVD) werden eine Reihe von krankhaften
Verdnderungen des Herz-Kreislaufsystems zusammengefasst bei denen iiberwiegend
arteriosklerotische Geschehen zugrunde liegen. Inbegriffen sind z.B. periphere arterielle
Erkrankungen, Thrombose, Lungenembolie, Apoplex sowie pathologische Verdnderungen des
Herzens wie rheumatische Herzerkrankung, koronare Herzerkrankung (KHK), chronische
Herzinsuffizienz oder angeborene Herzfehler. [1] KHK basiert auf arteriosklerotischen
Verianderungen und besitzt aufgrund der hdchsten Inzidenzrate innerhalb der CVD eine besondere
Bedeutung. Bedingt durch die Einengung oder den Verschluss der Koronarien kommt es zu einer
Minderdurchblutung und damit einhergehend dezimierten Zufuhr von energieliefernden Substraten
und Sauerstoff zum Herzmuskel. Die Ausbildung einer Koronarinsuffizienz ist die Folge des
auftretenden Missverhéltnisses zwischen Sauerstoffbedarf und -angebot im Herzmuskel. Die
dadurch hervorgerufene Myokardischdmie &uBlert sich in verschiedenen Manifestationsformen:
Angina pectoris, Myokardinfarkt, ischdmische Herzmuskelschddigung, Herzrhythmusstérungen
und plotzlicher Herztod. [23]

4.1.2 Epidemiologie kardiovaskularer Erkrankungen

Kardiovaskuldre Erkrankungen sind mit 16,7 Mio. Todesféllen (ca. 1/3 aller Todesfille) im Jahr
2002 weltweit die haufigste Todesursache. Davon entfallen 7,2 Mio. auf KHK, 5,5 Mio. auf
zerebrovaskulidre Erkrankungen (z.B. Apoplex), 0,9 Mio. auf hypertensive, 0,4 Mio. auf
inflammatorische, 0,3 Mio. auf rheumatische Herzerkrankungen und 2,4 Mio. auf sonstige Formen.
[1] Die hohe Inzidenz von CVD ist nicht linger nur typisch fiir Industrienationen, sondern
verzeichnet vor allem in den Entwicklungs- und Schwellenldndern einen rasanten Anstieg. So
wurden bereits im Jahr 2002 ungefihr 80 % aller weltweiten Todesfdlle an CVD in diesen Léndern

verzeichnet. [1, 24] Ein Blick auf die Mortalitétsstatistik in Deutschland zeigt, dass auch hier CVD
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die Haupttodesursache darstellen. Demnach zdhlten im Jahr 2004 chronische ischdmische
Herzkrankheit (10,3 %), akuter Myokardinfarkt (7,5 %), Herzinsuffizienz (5,9 %) und Apoplex
(3.9 %) zu den flinfthdufigsten Todesursachen [2]. In den mediterranen Regionen ist dagegen die
Mortalitdt an CVD geringer. So war beispielsweise die Mortalitédtsrate zwischen 1970 und 1995 in
Griechenland und Italien um 60 - 70 % niedriger als in GroBbritannien. [4] Auch die Ergebnisse
der Sieben-Linder-Studie dokumentieren niedrigere Mortalititsraten in den européischen
mediterranen Landern als in den nordeuropéischen Landern [3].

Der weltweite Anstieg an kardiovaskuldren Erkrankungen geht einher mit Verdnderungen der
Eméhrungsgewohnheiten, der korperlicher Aktivitidt und dem Rauchverhalten resultierend aus der
zunehmenden Industrialisierung, Urbanisierung, wirtschaftlichen Fortschritts und der
Globalisierung des Lebensmittelmarktes [24]. Zu den Hauptrisikofaktoren in den Industrienationen
zdhlen somit Rauchen (12,2 %), Hypertonie (10,9 %), Alkoholkonsum (9,2 %), erhohter
Cholesterinspiegel (7,6 %), Ubergewicht (7,4 %), niedriger Obst- und Gemiiseverzehr (3,9 %) und

korperliche Inaktivitdt (3,3 %) [1]. Eine detaillierte Zusammenfassung {iber modifizierbare und

nicht-modifizierbare Risikofaktoren ist in der nachfolgenden Tabelle 4.1 ersichtlich.

Tab. 4.1: Risikofaktoren fiir kardiovaskuldre Erkrankungen [1]

Bedeutende modifizierbare Risikofaktoren

« Hypertonie
ist Hauptrisikofaktor fiir Myokardinfarkt und Apoplex
« Blutfette
hoher tChol-, LDL- und TG-Spiegel und niedriger
HDL-Spiegel erhohen das KHK- und Apoplex-Risiko
« Rauchen
erhoht das CVD-Risiko, vor allem bei einem friih-
zeitigen Beginn und bei starken Rauchern, passiv
rauchen stellt ein zusdtzliches Risiko dar
« kdrperliche Inaktivitat
erhdht Risiko fiir KHK und Apoplex um 50 %

« Ubergewicht

ist Hauptrisikofaktor fiir KHK und Diabetes
mellitus

unausgewogene Erndhrung

es wird geschitzt, dass ein geringer Obst- und
Gemiiseverzehr weltweit 31 % der KHK und 11 %
der Apoplex verursacht; hohe Zufuhr an gesattigten
Fettsduren erhoht das Risiko fiir CVD und Apoplex
Diabetes mellitus

ist Hauptrisikofaktor fiir KHK und Apoplex

Weitere modifizierbare Risikofaktoren

« geringer soziobkonomischer Status
invers korreliert mit dem CVD- und Apoplex-Risiko
« psychische Erkrankungen
Depressionen sind mit einem erhdhten Risiko fiir
KHK assoziiert
« psychosozialer Stress
chronischer Stress, soziale Isolation und Angstgefiihle

« Einnahme verschiedener Medikamente

einige orale Kontrazeptiva und Hormonersatztherapie
erh6hen das Risiko fiir CVD

Lipoprotein a

erhoht das Risiko fiir Myorkardinfarkt, vor allem

bei gleichzeitig erhdhtem LDL-Spiegel
linksventrikulare Hyperthrophie

erh6hen das CVD-und Apoplex-Risiko Biomarker fiir CVD
« Alkoholkonsum

hoher Alkoholkonsum schidigt den Herzmuskel
Nicht-modifizierbare Risikofaktoren
o Alter « Geschlecht

unabhingiger Risikofaktor fiir CVD; ab einem Alter
von 55 Jahren verdoppelt sich jedes Jahrzehnt das
Risiko fiir Apoplex

« Vererbung / Familienanamnese
erhohtes Risiko, wenn ein Blutverwandter ersten
Grades KHK oder Apoplex vor einem Alter von
55 Jahren (fiir weibliche Verwandte) oder 65 Jahren
(fiir ménnliche Verwandte) hat

Maénner weisen eine hohere KHK-Rate auf als
premenopausale Frauen

Volkszugehorigkeit und Rasse

erhohtes Apoplex-Risiko wurde bei Afro- und Latein-
amerikanern, Chinesen und Japanern festgestellt;
erhohte Mortalitidt durch CVD im Vergleich zu den
Kaukasiern wurden bei Siidasiaten und Afro-
amerikanern beobachtet
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Tab. 4.1: - Fortsetzung -

,heuartige* Risikofaktoren

« Homocystein « Blutgerinnung
hohe Homocysteinspiegel sind mit einem erhohten erhohte Blutspiegel von Fibrinogen und anderen
CVD-Risiko assoziiert Blutgerinnungsmarkern erhéhen das CVD-Risiko

« Entziindungsprozesse
verschiedene Entziindungsmarker sind mit einem
erhohten CVD-Risiko assoziiert z.B. C-reaktives
Protein

tChol - Gesamtcholesterin, HDL - high density lipoprotein, LDL - low density lipoprotein, TG - Triglyzeride,
KHK - koronare Herzerkrankung, CVD - kardiovaskulédre Erkrankung

4.1.3 Pathogenese der Arteriosklerose

Der Arteriosklerose liegt ein multifaktorieller pathogener Prozess zugrunde, der zu einer
degenerativen Verdnderung der GefiBwand fithrt. Gesunde Arterien weisen drei morphologische
Schichten auf: Adventitia, Media und Intima. Die dullere Struktur der Gefilwand, Adventitia
(Tunica adventitia), dient der Verankerung des BlutgefdBes in seiner Umgebung und wird aus
Bindegewebe mit zwischengelagerten Fibroblasten und glatter Muskulatur geformt. Die Media
(Tunica media) bildet die mittlere Schicht der Gefdlwand und besteht aus Zellen der glatten
Muskulatur. Die innerste Schicht, die Intima (Tunica intima), wird auf der luminalen Seite durch
einschichtige Endothelzellen und auf der apikalen Seite durch elastische Fasern begrenzt, die
vorwiegend Proteoglykane und Kollagen beinhalten. Die Endothelzellen fungieren als selektive
permeable Barrieren zwischen Blut und Gewebe. [25]

Nach der Response-to-Injury-Hypothese initiiert die Abtragung und Verletzung der Endothelzellen,
resultierend in einer endothelialen Dysfunktion, das pathogene Geschehen der Arteriosklerose [26-
28]. Regionen mit endothelialer Dysfunktion manifestieren sich vorwiegend in arteriellen
Verzweigungen und Kriimmungen. Diese Endothelzellen weisen eine erhohte Permeabilitdt fiir
Makromolekiile wie z.B. LDL auf. [29] Aufgrund passiver Diffusion gelangt das LDL durch die
Tight Junctions der Endothelschicht in die Intima, wo es sich anreichert [25]. Dort unterliegt LDL
oxidativen, lipolytischen und proteolytischen Reaktionen [30].

Die oxidative Modifikation der Lipoproteine wird in der Oxidations-Hypothese als wichtigster und
kritischster Schritt der Pathogenese der Arteriosklerose beschrieben [21, 31]. Oxidativ modifizierte
Lipoproteine entstehen zum einen durch Reaktion mit reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) [30].
Dabei reagieren die ROS mit den unterschiedlichen Bestandteilen des LDL-Partikels:
Apolipoprotein B100, Triglyzeride, Phospholipide, Cholesterin [21, 32]. Zum anderen fordern
verschiedenen  Enzymsysteme  (Sphingomyelinase,  sekretorische = Phospholipase A2,
Myeloperoxidase, NADPH-Oxidase) die Oxidation von Lipoproteinen [25]. Solche
Oxidationsvorgénge konnen zellvermittelt stattfinden, was filir die folgenden Zellen der
Arterienwand bereits gezeigt werden konnte: Endothelzellen, glatte Muskelzellen [33], Monozyten
[34] und Makrophagen [35]. Oxidative Modifikationen scheinen vorwiegend direkt in der Intima
vorzukommen. Oxidationsvorginge im Blutkreislauf sind eher unwahrscheinlich aufgrund des
hohen Anteils an Antioxidantien und der Filtervorgidnge von oxidiertem LDL durch die hepatischen
Sinuidzellen. [21, 36]
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Die oxidativen Verdnderungen wirken sich auf die Eigenschaften der LDL-Partikel aus. So weist
oxidiertes LDL inflammatorische, chemotaktische, zytotoxische und thrombische Wirkungen auf,
die die Entwicklung arteriosklerotischer Geschehen fordern. Schon minimal oxidiertes LDL besitzt
atherogene Eigenschaften. Es stimuliert die Monozytenadhdsion an den Endothelzellen [28, 37],
indem die endotheliale Expression von Adhésionsmolekiilen gesteigert wird. Zu diesen Molekiilen
zéhlen z.B. interzelluldres Zelladhdsionsmolekiil-1, vaskuldres Zelladhdsionsmolekiil, Plattchen-
Endothelzell-Adhésionsmolekiil-1, Endothel-Leukozyten-Adhisionsmolekiil-1, P- und E-Selektin.
[25, 28, 38, 39]. Zusitzlich werden die Endothelzellen angeregt, chemotaktische Proteine
(z.B. Monozyten chemotaktisches Protein-1) [40] und Wachstumsfaktoren (z.B. engl. Macrophage
colony-stimulating factor) [41] zu bilden, die die Infiltration der Monozyten in die Intima und
deren Differenzierung zu Makrophagen initiieren [25]. Zusdtzlich hemmt oxidiertes LDL die
Migration der Monozyten in das Blut [28, 42]. Ebenfalls soll es die Toll-like-Rezeptoren der
Makrophagen aktivieren [43]. Diese Rezeptoren initiieren in den Makrophagen die Produktion von
inflammatorischen Zytokinen, Proteasen und zytotoxischen Sauerstoff- und Stickstoffradikalen
[44]. Zusitzlich wirkt oxidiertes LDL auf die Zellen der glatten Muskulatur, die eine Stimulation
zur Bildung chemotaktisch wirksamer Signalstoffe erfahren. Oxidiertes LDL erhéht auBBerdem die
Permeabilitdt der Endothelzellen, wodurch die Migration weiterer Makromolekiile erleichtert wird
[45]. Des Weiteren inhibiert es in den Endothelzellen die Produktion von Stickstoffmonoxid (NO)
[25], welches als Vasodilator wirkt und die Thrombozytenaggregation hemmt [28]. Die Tabelle 4.2
gibt einen Uberblick iiber die in der Literatur beschriebenen Eigenschaften von oxidiertem LDL,
die aus den oxidativen Modifikationen resultieren.

Mit fortschreitender Oxidation verliert das LDL aufgrund der gleichzeitigen Modifizierung des
Apolipoprotein B, welches die Erkennung an den LDL-Rezeptor vermittelt, die Bindungsfahigkeit
an den LDL-Rezeptor. Der Funktionsverlust kommt durch die Neutralisation der positiv geladenen
Aminosduregruppen des Apolipoprotein B durch modifizierte Lipide zustande. [46] Gleichzeitig
erhoht sich die Affinitdt fiir den Scavenger-Rezeptor der Makrophagen [28], deren Expression
durch Zytokine (Tumornekrosefaktor-a, Interferon-y) vermittelt wird [25]. Im Gegensatz zum
LDL-Rezeptor wird der Scavenger-Rezeptor nicht liber die Cholesterinkonzentration in der Zelle
reguliert. Dies hat eine Lipidanreicherung in den Makrophagen zur Folge und fiihrt zur
Schaumzellbildung. [31] Die Schaumzellen sind ebenfalls in der Lage, ROS zu bilden, die die
Lipidperoxidation weiter vorantreiben [45]. Durch die Anreicherung von Schaumzellen entstehen
sogenannten Fettstreifen. Diese sind klinisch nicht auffillig, konnen sich allerdings zu Lésionen
weiterentwickeln [25]. Die Nekrose der Schaumzellen, initiiert durch modifiziertes LDL,
verursacht eine Anhdufung extrazelluldrer Lipide, lysosomaler Enzyme und nekrotischer Zellreste
[47]. Durch die Freisetzung von Zytokinen und Wachstumfaktoren der Makrophagen und
T-Lymphozyten kommt es zur Migration und Proliferation der glatten Muskelzellen, die in der
Intima akkumulieren und das GefdBlumen einengen. Die Zellen der glatten Muskulatur sezernieren
extrazelluldre Matrix, was zur Bildung einer fasrigen Kappe iiber dem nekrotischen Gewebe fiihrt.

Es entsteht ein atheromatdser Plaque. [25]
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Tab. 4.2: Eigenschaften, durch die sich oxidierte von nativen LDL unterscheiden
[modifiziert nach 48, 49, 50]

Chemisch / physikalische Eigenschaften

e Verlust von Antioxidantien, PUFA, Phosphatidylcholin, Cholesterolester

e zunehmender Gehalt an Lysophosphatidylcholin, Oxysterole, Hydroxyfettsauren, konjugierten
Dienen, Malonaldehyd, 4-Hydroxynonenal, Hexanal und anderer Aldehyde

e stark flureszierend bei 430 nm

e partieller Verlust freier Aminogruppen des Apolipoprotein B

e Fragmentierung des Apolipoprotein B in kleinere Peptide

e crhohte elektrophoretische Mobilitdt und Dichte (1,06 - 1,08 g/cm?)

e erhohte Tendenz zur Akkumulation

e Konformationsdnderung der Apoliprotein B-Struktur und der Phospholipidschicht

Biologische Eigenschaften

e unregulierte Aufnahme und Abbau durch Makrophagen

e zytotoxisch gegeniiber Fibroblasten, Endothelzellen und Zellen der glatten Muskulatur

e chemotaktisch fiir Monozyten/Makrophagen, T-Lymphozyten und Zellen der glatten Muskulatur

o hemmt die endothelabhingige arterielle Relaxation durch Inhibierung der NO-Aktivierung und
Stimulation der Endothelin-1-Sekretion

e induziert die Bildung von Antikdrpern

e erhoht den Glutathiongehalt in den Makrophagen

e hemmt die Produktion des PDGF bei Monozyten und Endothelzellen

e  hemmt die TNF-Expression und stimuliert die Freisetzung von IL-1 und IL-8 in den Makrophagen

e hemmt die Beweglichkeit der Makrophagen/Monozyten und somit deren Migration in den
Blutkreislauf

e steigert Thrombozytenaggregation

e minimal oxidiertes LDL stimuliert die Produktion von biologisch aktiven Faktoren (bspw. MCP-1,
ELAM-1, M-CSF, G-CSF) in den Endothelzellen

e minimal oxidiertes LDL erhéht die Monozytenadhésion an Endothelzellen

e minimal oxidiertes LDL hemmt die Mitogenese der glatten Muskelzellen

PDGF - engl. Platelet-derived growth factor; TNF - Tumornekrosefaktor, IL - Interleukin,
MCP-1 - Monozyten chemotaktisches Protein-1, ELAM-1 - Endothel-Leukozyten-Adhisionsmolekiil-1,
M-CSF - engl. Macrophage colony-stimulating factor, G-CSF - engl. Granulocyte colony-stimulating factor,
PUFA - mehrfach ungesittigte Fettsduren

Die Lidsion wichst bis zu einem bestimmten Punkt in die Adventitia hinein und dehnt sich nach
innen ins GefaBlumen aus [25]. Die Gefdfistenose wird durch den fortschreitenden
Entziindungsprozess und die damit einhergehende Migration von Makrophagen und
T-Lymphozyten sowie Bildung extrazelluldrer Matrix und Anreichung extrazelluldrer Lipide weiter
gefordert [25, 51]. Besonders rupturanfillig sind die Lésionsrdnder und Lisionen, die von einer
diinnen fasrigen Kappe umschlossen sind und eine erhohte Anzahl inflammatorischer Zellen
aufweisen [25]. Die Bildung eines Thrombus resultiert iiberwiegend (60 - 70 %) aus der Ruptur
einer Lésion und nur zu geringerem Umfang durch endotheliale Erosion. Bei einer Ruptur wird
thrombotisches Material aus dem Inneren der Plaque ins Blut abgegeben. Thromben konnen die
Verstopfung der BlutgefaBe verursachen und somit zu einem Myokardinfarkt fithren. [52] Eine
vereinfachte Darstellung der pathogenen Mechanismen der Arteriosklerose ist in Abbildung 4.1

veranschaulicht.
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Abb. 4.1: Vereinfachte Darstellung der Pathogenese der Arteriosklerose

Infiltrierte LDL-Partikel unterliegen in der Intima, induziert durch ROS und oxidative Enzyme, oxidativen
Modifikationen. Modifizierte LDL stimulieren die Monozytenadhésion an die Endothelzellen und initiieren
in diesen die Bildung chemotaktischer Substanzen, die die Infiltration der Monozyten und deren
Differenzierung zu Makrophagen fordern. Mit fortschreitendem Oxidationsgrad verliert LDL die Féhigkeit
an den LDL-Rezeptor zu binden, dafiir nimmt die Affinitit an den Scavenger-Rezeptor der Makrophagen zu.
Da dessen Aktivitdt nicht durch eine Riickkopplungshemmung reguliert wird, erfolgt eine unkontrollierte
Lipidaufnahme in die Makrophagen. Letztere konvertieren zu Schaumzellen und bilden bei Anreicherung
Fettstreifen. Resultierend aus der oxidierten LDL-induzierten Nekrose der Schaumzellen, Proliferation und
Migration der glatten Muskulaturzellen kommt es zur atheromatdser Plaquebildung. Der fortschreitende
Entziindungsprozess fordert die weitere Migration inflammatorischer Zellen, die Thrombozytenaggregation
und folglich die Gefédfstenose. Abkiirzungen: EZ - Endothelzellen, ROS - reaktive Sauerstoffspezies,
m-oxLDL - minimal oxidiertes LDL, oxLDL - oxidiertes LDL,WF - Wachstumsfaktoren, + - Stimuli

4.2 Redox-Status — oxidativer Stress, reaktive Sauerstoffspezies,
Antioxidantien

Die Verwendung von Sauerstoff zur vollstindigen Oxidation von Nihrstoffen und somit
Verbesserung der Effizienz der biologischen Energieversorgung im Vergleich zur Fermentation
und anaeroben Energiegewinnung stellte eine der wichtigsten Vorraussetzung fiir die Entstehung
hoéherer Lebensformen dar [53, 54]. In der Atmungskette wird in einem Energie gewinnenden
Prozess Sauerstoff durch gleichzeitige Verbindung mit vier Elektronen zu Wasser umgewandelt. In
1 - 3 % ist diese Reaktion fehlerhaft und es verbinden sich zu wenige Elektronen mit dem
Sauerstoff. Dabei entstehen freie Radikale und reaktive Sauerstoffspezies (ROS). [55, 56] AuBler in
physiologischen Prozessen, wie in der mitochondrialen Atmung, entstthen ROS auch bei
pathophysiologischen Prozessen, wie bei Entziindungen, Ischdmie-Reperfusion oder im

Fremdstoffmetabolismus [57]. Diese Verbindungen erfiillen einerseits in unserem Organismus
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wichtige biologische Funktionen. Andererseits sind sie aber auch in der Lage Lipide, Proteine,
Kohlenhydrate und Nukleinsduren oxidativ zu modifizieren und somit funktionell zu
beeintrdchtigen [56, 58]. Der Organismus besitzt ein vielféltiges Arsenal enzymatischer und nicht-
enzymatischer antioxidativer Schutzmechanismen, die auf den Ebenen der Privention, Inhibierung
und Reparatur gegen Oxidantien wirksam werden [58, 59].

Der antioxidative Status spiegelt folglich die Balance zwischen der Bildung von ROS und den
antioxidativen Schutzmechanismen im Organismus wider. Dieser Status ist dynamisch und wird
durch zahlreiche Faktoren wie Erndhrung, Umwelteinfliisse, korperliche Aktivitdit und
Erkrankungen beeinflusst. [54, 60] Ubersteigt die Radikalgenerierung die antioxidative Kapazitit
des Organismus, spricht man von oxidativem Stress [61, 62]. Dieser kommt durch exzessive
Bildung von ROS und freien Radikalen und/oder durch Schwéchung des antioxidativen Systems
aufgrund einer verminderten Aufnahme von Antioxidantien iiber die Nahrung oder einer
verringerten endogenen Produktion zustande [60, 62]. Die Akkumulation von oxidativen
Schéadigungen und den damit einhergehenden Funktionsstorungen der betroffenen Zellbestandteile
durch oxidativen Stress ist mit dem pathologischen Geschehen einer Vielzahl von Erkrankungen
wie z.B. Arteriosklerose, Karzinogenese, Diabetes mellitus und neurodegenerativen Erkrankungen
assoziiert [56, 63-67].

4.2.1 Freie Radikale und reaktive Sauerstoffspezies

4.2.1.1 Definitionen und endogene Bildung

Als freie Radikale werden chemisch definierte Spezies (Atome, Molekiile, lonen) bezeichnet, die
ein oder mehrere ungepaarte Elektronen besitzen. Das ungepaarte Elektron besetzt dabei ein Atom-
oder Molekiilorbital allein. Dieser Zustand ist energetisch sehr instabil und fiihrt zu dem Bestreben,
Elektronen von anderen Substanzen fiir die Bildung eines Elektronenpaares zu extrahieren.
Folglich sind freie Radikale sehr reaktionsfreudige Verbindungen mit einer niedrigen Halbwertzeit.
[56, 68] Vereinfacht gesehen, konnen freie Radikale iiber drei Wege entstehen: aus neutralen
Molekiilen durch Abgabe oder Aufnahme eines Elektrons und durch homolytische Spaltung einer
kovalenten Bindung unter Energieverbrauch. Sie kdnnen somit anionisch, kationisch oder neutral
sein. [68]

Der Terminus ROS umfasst zum einen Radikale und zum anderen nicht-radikalische
Verbindungen. Letztere besitzen selbst eine oxidierende Wirkung und/oder konnen einfach in
Radikale umgewandelt werden. [62] Die Bezeichnung ,,reaktiv* stellt nicht immer eine addquate
Bezeichnung dar. So zeigen Superoxidanionen, Wasserstoffperoxide und Stickstoffoxide eine
schnelle Reaktion nur bei einer geringen Zahl an Molekiilen. Hydroxylradikale dagegen reagieren
mit fast allen Zielstrukturen sehr schnell. Peroxyl- und Alkoxylradikale, Stickstoffdioxide und

Peroxynitrite weisen wiederum intermediédre Reaktionsgeschwindigkeiten auf. [62, 69]

Molekularer Sauerstoff ist ein Biradikal, da beide Sauerstoffatome in den dufleren Molekiilorbitalen

je ein ungepaartes Elektron besitzen. Beide Elektronen sind parallel ausgerichtet, d.h. sie besitzen
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einen parallelen Spin (daher die Bezeichnung Triplett-Sauerstoff, 30,). Diese Anordnung versetzt
den molekularen Sauerstoff in einen relativ stabilen und reaktionstrigen Zustand. Durch
Spinkonversion eines der beiden ungepaarten Elektronen des molekularen Sauerstoffs kommt es
zur Bildung des reaktionsfreudigen Singulett-Sauerstoffs ('O,), der sich durch einen antiparallelen
Spin kennzeichnet. [68-70] Die schrittweise Ein-Elektronen-Reduktion des molekularen
Sauerstoffs zu Wasser in der mitochondrialen Atmungskette kann zur Bildung der ROS
Superoxidanion (O,"), Wasserstoffperoxid (H,O,) und Hydroxylradikal (HO®) fithren [54, 68], wie
Abbildung 4.2 verdeutlicht. Neben diesen genannten ROS entstehen im Organismus eine Reihe
weiterer wichtiger radikalischer und nicht-radikalischer Sauerstoffspezies unterschiedlichen
Ursprungs. Zu diesen zdhlen u.a. Perhydroxylradikale (HO,"), Alkoxylradikale (RO"),
Peroxylradikale (ROO®), Hydroperoxide (ROOH), Stickstoffoxide (NO®), Stickstoffdioxide (NO,"),
Peroxynitrite (ONOO") und Peroxynitritsiure (ONOOH). [59, 62] Letztere, Stickstoff enthaltende
Spezies, werden auch als reaktive Stickstoffspezies zusammengefasst. Bei einer vermehrten
Bildung von reaktive Stickstoffspezies wird demzufolge nicht mehr von oxidativem, sondern von

nitrosativem Stress gesprochen. [58, 71]

Superoxid-
1 .
- o, 0, anion
Singulett- (Energie) e
Sauerstoff
2H*
( ( Wasserstoff-
Triplett- 302 H202 peroxid
Grundzustand
4e” €
4H* 2H*
0 s HZOH droxyl
. ydroxyl-
Wasser HZO OH radikal

Abb. 4.2:  Aktivierung des molekularen Sauerstoffs [68]

Molekularer Sauerstoff besitzt einen Triplett-Grundzustand, der sich durch einen parallelen Spin
kennzeichnet. Diese Anordnung der Elektronen versetzt Sauerstoff in einen reaktionstrigen Zustand. Erst
durch Aufnahme von Elektronen oder Zufuhr von Energie wird Sauerstoff aktiviert. Resultierend aus der
schrittweisen Ein-Elektronen-Reduktion des Sauerstoffs entstechen die reaktiven Sauerstoffspezies
Superoxidanion, Wasserstoffperoxid und Hydroxylradikal und schlielich Wasser. Eine weitere Moglichkeit
der Sauerstoffaktivierung ist die Komplexbildung mit Ubergangsmetallionen (nicht dargestellt) und die
Bildung von Singulett-Sauerstoff durch Spininversion bei Energiezufuhr.

Neben dem bereits erwéhnten membrangebundenen Enzym- und Elektronentransportsystem zur
Energiegewinnung in Form von Adenosintriphosphat in den Mitochondrien entstehen ROS auch im
katalytischen Kreislauf prooxidativer Enzyme. Dazu zéhlen u.a. Xanthin-Oxidase [67, 72],
NO-Synthase, Prostaglandinsynthase [73], Hémoglobinoxidase [74], Myeloperoxidase [72],
NAD(P)H-Oxidase, Cytochom P450-abhidngige Monooxygenasen, Cyclooxygenase, und
Lipoxygenase [69, 73]. In die Bildung von ROS in der Gefalwand sind vor allem die NAD(P)H-
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Oxidase, Xanthin-Oxidase, NO-Synthase, Myeloperoxidase und die Lipoxygenase involviert [75].
Die Aktivierung von molekularem Sauerstoff erfolgt auBerdem durch Autoxidationsreaktionen
reduzierter Zwischenprodukte des Stoffwechsels. Zu diesen autoxidablen Verbindungen gehdren
Semichinone, Flavine, Catecholamine, Glutathion und andere Thiole, Hdmoglobin und andere
Komplexe von Ubergangsmetallen. Neben diesen physiologischen konnen auch physikalische
Reaktionen, wie z.B. UV-, Rontgen- und ionisierende Strahlung, die Ein-Elektronenreduktion von
molekularem Sauerstoff zu Superoxidanion induzieren. [68, 76] Die nachfolgende Tabelle 4.3 fasst

die wichtigsten ROS und ihre Entstehungsmoglichkeiten im Organismus zusammen.

Tab. 4.3: Nomenklatur und Quellen wichtiger reaktiver Sauerstoffspezies
[modifiziert nach 54, 59]

Name Spezies Bemerkung / Hauptquellen
Superoxidanion' 0," Ein-Elektronen-Reduktionszustand; gebildet bei einer Vielzahl von
(Superoxidradikal) Photooxidationsreaktionen, Mehler Reaktion in den Chloroplasten,

mitochondriale Atmungskette, Reaktion von O; und OH®, Oxidation
von Xenobiotika, beim Schutz vor Krankheitserregern

Wasserstoffperoxid? H,0, Zwei-Elektronen-Reduktionszustand; gebildet durch Dismutation
des O,", Photorespiration, B-Oxidation, Oxidation von Zucker, beim
Schutz vor Krankheitserregern

Hydroxylradikal' HO®  Drei-Elektronen-Reduktionszustand; gebildet bei der Haber-Weiss-
Reaktion, Fenton-Reaktion; Radiolyse von Wasser, Interaktion von
NO mit O,", beim Schutz vor Krankheitserregern

Perhydroxylradikal' HOO®  protonierte Form des O,", gebildet durch Reaktion von O3 mit OH*

Singulett-Sauerstoff? '0,  gebildet bei UV-Strahlung, Interaktion zwischen ROO",
Prostaglandinbiosynthese, Phagozytose

Alkoxylradikal' RO* organisches Radikal; gebildet bei metall-katalysierter Reaktion von
H,0,z.B. bei der Lipidperoxidation

Peroxylradikal' ROO® organisches Radikal; gebildet bei metall-katalysierter Reaktion von
H,0,z.B. bei der Lipidperoxidation

Hydroperoxidradikal? ROOH protonierte Form des Peroxylradikals; entsteht bei der
Lipidperoxidation

Stickstoffoxidradikal' NO* gebildet durch NO-Synthase, Nitrosothiol, beim Einatmen
verschmutzter Luft

Stickstoffdioxidradikal' NO,"  gebildet bei Reaktion von ROO® mit NO, beim Einatmen

verschmutzter Luft und Zigarettenrauch

! radikalisch 2 nicht-radikalisch

4.2.1.2 Biologische Wirkung

Das biologische Wirkungsspektrum der ROS kann physiologischer und pathophysiologischer Natur
sein. Zu den physiologischen Wirkungen gehort die gezielte Synthese von bakterizid wirkenden
ROS durch Phagozyten (neutrophile, eosinophile und basophile Granulozyten, Monozyten und
Makrophagen), die essentiell fiir die Abwehr pathogener Keime sind [60, 73]. Diese Zellen bilden
in dem als ,oxidativen burst“ bezeichneten Prozess mit Hilfe der membranstindigen NADH-
Oxidoreduktase oder NAD(P)H-Oxidase Superoxidanionen und durch die NO-Synthase

Stickstoffoxide. AuBerdem entstechen bei diesem Prozess Wasserstoffperoxide durch eine
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Superoxid-Dismutase katalysierte Reaktion und hypochlorige Sdure (HOCI) aufgrund der
Myeloperoxidase-Aktivitit in den Phagozyten [69, 77].

Ebenso kénnen ROS eine Schliisselrolle in der interzelluldren Signaltransduktion [54, 58, 64, 67,
78] und der Genexpression darstellen [54, 79, 80]. So konnte bereits gezeigt werden, dass freie
Radikale die Freisetzung des Transkriptionsfaktors NFkB von seinem inhibierenden Protein IxB
im Zytoplasma initiieren. Folglich wird die Translokation von NF«B in den Nukleus mdglich, die
Transkription von Akutphase-Mediatoren (z.B. Tumornekrosefaktor-a, Interleukin-2, Interleukin-
2-Rezeptor) eingeleitet und inflammatorische Kaskaden ausgeldst. [78, 81]. Weiterhin modulieren
ROS die Expression von Strukturgenen, die antioxidative Enzyme kodieren [82]. AuBlerdem konnte
eine regulatorische Funktion der ROS im Prozess der Apoptose nachgewiesen werden [67, 78, 83].
Neben den physiologischen Wirkungen haben die Reaktionen der ROS mit Nukleinsiuren,
Proteinen, Kohlenhydraten und Lipiden pathogene Konsequenzen. So umfassen ROS-induzierte
oxidative DNS-Schiadigungen eine Vielzahl von Modifikationen, zu denen Purin- und Pyrimidin-
Modifizierungen sowie Einzel- und Doppelstrangbriiche zéhlen [84, 85]. Die Akkumulation solcher
DNS-Modifikationen wird als entscheidender Schritt in der Karzinogenese diskutiert [65, 66, 86,
87]. Die Oxidation von Proteinen durch ROS kann in einer Denaturierung, Fragmentierung oder im
Verlust der Primér- oder Sekundéarstruktur resultieren, was ebenfalls mit einem Funktionsdefizit
einhergeht [72]. Zu den besonders leicht oxidierbaren Aminosduren gehdren die ungesittigten und
schwefelhaltigen Aminosduren wie beispielsweise Methionin, Histidin, Tryptophan und Cystein.
So hat die oxidative Modifizierung des Methionins im aktiven Zentrum des ol-Antitrypsins
Auswirkungen auf die Hemmwirkung der FElastase, was mit der Pathogenese von
Lungenemphysemen assoziiert ist. Uber die oxidativen Schidigungen der Kohlenhydrate ist nur
wenig bekannt und bisher fiir Hyaluronsdure und Proteoglykane nachgewiesen. [76] Auf die
Lipidperoxidation, als vermutlich obligatorischen Schritt in der Pathogenese der Arteriosklerose,

soll im folgenden Kapitel detailliert eingegangen werden.

4.2.2 Lipidperoxidation
4.2.2.1 Mechanismen der Lipidperoxidation

Die Oxidation der Lipide kann auf drei unterschiedlichen Wegen erfolgen: (1) durch radikalische
ROS-induziert, (2) durch nicht-radikalische ROS-induziert und (3) enzymatisch [59, 88].

(1) radikalische ROS-induzierte Lipidperoxidation

Durch freie Radikale werden vor allem Lipide modifiziert, die iiber mehrere Doppelbindungen
verfiigen, wie mehrfach ungesittigte Fettsduren (PUFA) und Cholesterin [68]. Einfach ungesittigte
Fettsduren (MUFA) und gesittigte Fettsduren (SFA) sind weniger reaktionsfreudig und somit von
oxidativen Modifikationen im geringen Ausmal} betroffen [70]. PUFA weisen isolierte
Doppelbindungen auf, d.h. zwischen diesen befinden sich mehrere Einzelbindungen. Die zu den
Doppelbindungen benachbarten allylischen C-H-Bindungen sind aufgrund der schwécheren

kovalenten Bindung besonders oxidationslabil, was die Abspaltung eines Wasserstoffatoms durch
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die Reaktion mit Radikalen erleichtert [56, 68]. Durch diese Abspaltung entsteht ein Kohlenstoff-

zentriertes Radikal, das Lipidalkylradikal, wie in der Reaktionsgleichung 1 veranschaulicht.
Kettenstart: X" (Radikal) + LH (Lipid) > XH + L°(Lipidalkylradikal) (1)

Die Isomerisierungsreaktion (Verschiebung der Radikalfunktion) fiihrt zu einer Umlagerung der
Doppelbindung. Dabei wird aus der isolierten eine konjugierte Doppelbindung. [56] Das
Lipidalkylradikal reagiert sehr schnell mit Sauerstoff zu einem Lipidperoxylradikal (vgl.
Reaktionsgleichung 2). Diese konnen mit benachbarten ungeséttigten Fettsduren weiter reagieren
und erneut ein Wasserstoffatom abstrahieren. Dabei entsteht ein Lipidhydroperoxid und ein neues
Lipidalkylradikal (vgl. Reaktionsgleichung 3). [56, 70]

Kettenfortpflanzung: L°* + O, > LOO® (Lipidperoxylradikal) ®))
LOO* + LH > L* + LOOH (Lipidhydroperoxid) 3)

Lipidhydroperoxide sind semistabil und neigen dazu neue radikalische Sekundirprodukte zu
bilden, zu denen u.a. Alkane (Pentan, Ethan) und Aldehyde (Malondialdehyd) zéhlen [46]. Durch
die Bildung eines neuen Lipidalkylradikals wird eine Kettenreaktion ausgeldst (Autoxidation).
Folglich kann ein initiierendes Radikal eine Vielzahl von Oxidationsreaktionen verursachen [59].
Die Kettenreaktion kommt durch die Reaktion von zwei radikalischen Zwischenprodukten unter

Bildung nichtradikalischer Verbindungen zum Erliegen (vgl. Reaktionsgleichung 4) [68, 70].

Kettenabbruch: L* + L* T
L* + LOO* nicht radikalische Endprodukte 4
= p @)
LOO®* + LOO®

Initiierendes Potential fiir die Lipidperoxidation konnte fiir die radikalischen ROS
Perhydroxylradikale (HOO®) und Hydroxylradikale (HO®) nachgewiesen werden (sog.
konventionelle autokatalytische Peroxidation) [89, 90]. Perhydroxylradikale reagieren ebenso mit
bereits vorhanden Lipidhydroperoxiden (LOOH) zu Lipidperoxylradikalen (LOO®), was die
Kettenfortpflanzung fordert (sog. Hydroperoxid-abhingige Peroxidation). Die Umwandlung des
kurzlebigen Perhydroxlyradikals in das langlebigere Lipidperoxylradikal findet nach Ansicht von
Aikens & Dix [90] favorisiert statt und ist der eigentliche Propagator der Lipidperoxidaton. Die
nachfolgende Abbildung 4.3 veranschaulicht die Reaktionswege der Lipidperoxidation und der

dabei entstehenden Reaktionsprodukte.
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Abb. 4.3: Reaktionswege und -produkte der Lipidperoxidation [61]

Abkiirzungen: PUFA - mehrfach ungesittigte Fettsduren, X° - freies Radikal, MDA - Malondialdehyd,
HNE - Hydroxynonenal,

(2) nicht-radikalische ROS-induzierte Lipidperoxidation

Die Lipidoxidation kann ebenfalls durch nicht radikalische ROS ausgelost werden. Anstelle der

Wasserstoffabspaltung aus dem Lipid, reagiert beispielsweise Singulett-Sauerstoff mit der

Doppelbindung des Lipids und bildet Lipidhydroperoxid. Dabei kommt es zu einer Verschiebung

der Doppelbindung im Molekiil, so dass zwei Arten von Lipidhydroperoxiden entstehen konnen.

Im Gegensatz zu den freien Radikalen, die vorwiegend PUFA oxidieren, reagiert Singulett-

Sauerstoff auch mit MUFA. Die Oxidation durch Singulett-Sauerstoff ist stochiometrisch und nur

ein Molekiil Singulett-Sauerstoff reagiert mit einem Lipidmolekiil, was keine Kettenreaktion

hervorruft. [59] Als Initiatoren der Lipidperoxidation wurden auch die nicht radikalischen ROS

Ozon [88], Wasserstoffperoxid (H,O,) und hypochlorige Saure (HOCI) [73] in der Literatur

beschrieben.
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(3) enzymatische Lipidperoxidation

Neben den reaktiven Sauerstoffspezies konnen auch prooxidative Enzyme Lipide oxidativ
modifizieren. Hier sind vor allem die Lipoxygenase und die Cyclooxygenase zu nennen, die eine
wichtige Rolle im Stoffwechsel der Eikosanoide spielen und an der Bildung von Leukotrienen,
Prostaglandinen und Thromboxanen beteiligt sind. Die Lipoxygenase, eine Fe*-haltige nicht-Him
Dioxygenase, katalysiert die stereospezifische Einbindung von molekularen Sauerstoff in PUFA’s
zu Lipidhydroperoxiden [91]. Aus der Arachidonsdure bildet sich so die Hydroperoxy-
eikosatetraensdure. Durch Umlagerung der Doppelbindungen entsteht eine Verbindung mit drei
konjugierten Doppelbindungen, das Leukotrien-Ay4, was die Ausgangssubstanz fiir die Leukotriene-
B4, -C4, -D4, und -E, darstellt. Die Cyclooxygenase katalysiert in zwei Schritten die Bildung des
Prostaglandin-H,. Im ersten Schritt, der eigentlichen Cyclooxygenase-Reaktion, wird
Arachidonsdure unter Sauerstoffverbrauch in das Prostaglandin-G, {iberfiihrt. In der
anschlieenden Peroxidase-Reaktion wird die Hydroperoxygruppe des Prostaglandin-G, zu einer
Hydroxygruppe zum Prostaglandin-H, reduziert, was die Ausgangssubstanz fiir die
Prostaglandinsynthese der Serie 2, den Prostaglandin-D,, -E,, -F, und Thromboxan-A, bildet. [76,
92] Ausgehend von der Eikosatriensdure entstehen Prostaglandine der Serie 1 und basierend auf

der Eikosapentaensdure bilden sich Prostaglandine der Serie 3 [76].

4.2.2.2 Ausgewdahlte Biomarker der Lipidperoxidation

Die Lipidperoxidation resultiert in einer Vielzahl von Oxidationsprodukten, anhand derer die
Intensitét oxidativer Modifikationen bestimmt werden kann und die somit als Biomarker Aussagen
iiber das MaBl an oxidativen Stress im Organismus zulassen. Zu den Biomarkern der
Lipidperoxidation zéhlen u.a. die Oxidationsprodukte F,-Isoprostane (F,-Isop), Hydroxyfettsduren
(OHFA), Fettsaureradikale mit konjugierter Dien-Struktur (CD), oxidierte LDL-Partikel (oxLDL)
sowie deren Antikorper (OLAB).

Oxidiertes LDL

Oxidative Modifikationen des LDL resultieren aus der Reaktion mit ROS [30] und prooxidativen
Enzymen [25]. Bei der Oxidations-Hypothese wird davon ausgegangen, dass oxLDL eine
Schliisselrolle in der Pathogenese der Arteriosklerose spielt [21, 31]. Der Prozess der oxidativen
Modifikation beginnt meist bei den PUFA der Oberflachen-Phospholipide. Ebenso reagieren die
Fettsduren in Cholesterylestern und Triglyzeriden mit freien Radikalen. Die Oxidationsreaktionen
konnen sich bis ins Innere des LDL-Partikels fortsetzen und betreffen alle im LDL vorhandenen
Strukturen. [93] Studien konnten belegen, dass oxidative Verdnderungen im LDL in vivo
stattfinden [94, 95] und oxLDL in humanen arteriosklerotischen Lasionen vorhanden sind [48, 96,
97]. Bei Personen mit kardiovaskuldren Herzerkrankungen konnte im Vergleich zu Gesunden nicht
nur eine signifikant hohere oxLDL-Konzentration im Plasma beobachtet [46, 67], sondern auch

eine positive Korrelation zum Schweregrad der Erkrankung nachgewiesen werden [98].
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Oxidierte LDL-Antikorper

In humanen arteriosklerotischen Lésionen [94, 99] als auch in humanem Plasma [95, 100] wurden

ebenfalls Antikorper nachgewiesen, die spezifische aus oxidativen Modifikationen resultierende
Epitope des oxLLDL erkennen und binden kdnnen [94]. Abhédngig von den entsprechenden Epitopen
werden die Antikdrper-Titer von Immunglobulin G und M untersucht. Es wurde die Hypothese
formuliert, dass die physiologische Rolle der oxLDL-Antikdrper (OLAB) darin besteht,
modifizierte LDL aus der Blutzirkulation und mdglicherweise auch aus der Arterienwand zu
entfernen. [99] Ein erhohter OLAB-Spiegel konnte mit der Progredienz der Arteriosklerose
assoziiert werden [72, 101]. Bei Patienten mit Myokardinfarkt wurde eine vermehrte
Immunglobulin G-Konzentration eruiert [102-104]. Ebenso wiesen Personen mit Dyslipiddmie im

Vergleich zu gesunden Probanden einen hheren Immunglobulin M-Titer auf [94].

Konjugierte Diene

Die ROS-initiierte Wasserstoffabspaltung bei der PUFA-Peroxidation geht einher mit der
Strukturumwandlung von isolierten in konjugierte Doppelbindungen [56, 105]. Die Neuanordnung
der Doppelbindungen der PUFA ist demnach eine friihzeitige Reaktion in der Lipidperoxidation
[49, 106]. Diese CD-Struktur ist fiir PUFA wungewohnlich, weshalb deren Prisenz auf
Autoxidationsreaktionen zuriickgefiihrt wird [105]. Die CD weisen ein spezifisches
UV-Absorptionsspektrum bei 234 nm auf, was die Grundlage der Nachweismethode darstellt [107,
108]. Die Konzentration der Fettsduren mit CD-Struktur im LDL ist ein Indikator fiir den
Oxidationsgrad der LDL-Partikel [106]. So konnte ein oxidationsinduzierter Anstieg der

CD-Konzentration im LDL dokumentiert werden [48].

F,-Isoprostane
Isoprostane sind Prostaglandin-dhnliche Verbindungen, die bei der nicht-enzymatischen freien

Radikal-induzierten Peroxidation der Arachidonsdure entstehen [109, 110]. Diese konnen wie bei
der Prostaglandinsynthese einen F-, D-, E- oder Thromboxan-Ring aufweisen [111]. Vorrangig
wird die Konzentration der F,-Isop bestimmt, da es die chemisch stabilste Verbindung darstellt
[108, 111]. In humanen arteriosklerotischen Léasionen finden sich im Vergleich zu gesundem
GefiBBgewebe eine deutlich hohere F,-Isop-Konzentration [112]. AuBerdem wurden erhdhte
F,-Isop-Spiegel im Zusammenhang mit den CVD-Risikofaktoren Rauchen [113, 114],
Hypercholesterindmie [115, 116], Diabetes [117], Hyperhomozysteindmie [118] und Adipositas
[119] beobachtet.

Hydroxyfettsduren

Neben der direkten Bestimmung von Lipidhydroperoxiden kann auch anhand der OHFA der
Oxidationsgrad der Lipide ermittelt werden [120, 121]. OHFA sind spezifische Oxidationsprodukte
von MUFA und PUFA [122]. Sie resultieren aus Lipidhydroperoxiden zum einen auf
enzymatischem Wege z.B. durch die Glutathion-Peroxidase [123] und zum anderen auf

nicht-enzymatischem radikalischem Wege durch homolytische Spaltung katalysiert durch
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beispielsweise Metalloproteinen, Metallionen oder ihren Komplexen [124]. Die Peroxidation ist
dabei nicht auf freie Substrate limitiert, sondern kann auch bei veresterten Fettsduren stattfinden.
Die Hydroxygruppe kann bei den Cjs-Fettsduren Olsiure, Linolsiure und Linolensdure an
verschiedenen Stellen im Molekiil eingefiigt werden, so dass 8-, 9-, 10-, 11-, 12-, 13-, 15- und 16-
OHFA entstehen konnen [122]. OHFA scheinen eine wichtige Rolle in der Arteriosklerose zu
spielen und wurden bereits mehrfach in arteriosklerotischen Plaque nachgewiesen [125-128].
AuBerdem konnte Adipositas einem der KHK-Hauptrisikofaktoren mit einer erhhte Konzentration
von 9- und 13-Hydroxy-Linolsadure assoziiert werden [129]. Jira et al. [130] beobachtete weiterhin
eine hdhere 9-Hydroxy-Linolsdure-Konzentrationen in den LDL-Partikeln von Arterisoklerose-
Patienten im Vergleich zu gesunden Probanden. Des Weiteren wurde fiir die Linolsdure und ihre
Hydroxy- und Hydroperoxy-Derivate eine stimulierende Wirkung auf die Expression von

Adhésionsmolekiilen nachgewiesen [131].

Die Produkte der Lipidperoxidation haben zytotoxische und genotoxische Eigenschaften [132]. Der
menschliche Organismus besitzt im Gegenzug verschiedene antioxidative Schutzmechanismen, die
der Bildung solcher Substanzen entgegenwirken. Diese werden im nachfolgenden Kapitel

thematisiert.

4.2.3 Antioxidative Schutzmechanismen

Antioxidantien umfassen eine Vielzahl von Verbindungen, die von Halliwell & Whiteman [62] als
Substanzen definiert werden, die in geringen Konzentrationen, im Vergleich zu den oxidierbaren
Substraten, die Oxidation dieser verzogern oder verhindern. Dabei konnen die Antioxidantien wie
folgt klassifiziert werden [54, 60]:

¢ endogen (vom Organismus gebildet) oder exogen (iiber die Nahrung aufgenommen)

e enzymatisch (z.B. nicht-spezifische Peroxidase, Katalase, Glutathion-S-Transferase
Superoxid-Dismutase, Glutathion-Reduktase, Glutathion-Peroxidase) oder
nicht-enzymatisch (z.B. Vitamin C, Glutathion, Vitamin E, 3-Carotin)

e Wirkungsprinzip der Pravention (Glutathion-Peroxidase, Katalase, Superoxid-
Dismutase, Vitamin E, Carotinoide, Transferrin, Ceruplasmin), Inhibierung (Vitamin C,
Harnséure, Bilirubin, Albumin, Vitamin E, Flavonoide, Carotinoide) oder Reparatur

(Lipasen, Proteasen, Transferasen und DNS-Reparaturenzyme)

Die Balance zwischen den Antioxidantien und den ROS bestimmt den Umfang der oxidativen
Schiadigung in der Arterienwand und den Grad der LDL-Oxidation. So konnte beispielsweise
gezeigt werden, dass sich die Lag-Phase bei der LDL-Oxidation direkt proportional zur
Konzentration der Antioxidantien im LDL verhélt. [46] Nachfolgend werden die fiir die Arbeit
relevanten endogenen Antioxidantien aufgefiihrt und ihre Rolle im oxidativen Geschehen erldutert.
Einen Uberblick iiber das Zusammenspiel antioxidativer Schutzmechanismen bei der Inaktivierung
von ROS gibt die Abbildung 4.4.
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Abb. 4.4: Enzymatische Inaktivierung von aktivem Sauerstoff [modifiziert nach 55, 67]

Die Aktivitdit der Superoxid-Dismutase bildet die erste Stufe in der Prévention vor reaktiven
Sauerstoffspezies. Diese katalysiert die Dismutation von Superoxidanionen zu Wasserstoffperoxid und
Sauerstoff. Aus dem Wasserstoffperoxid entsteht in der metall-katalysierten Fenton- und Haber-Weiss-
Reaktion das reaktionsfreudigere Hydroxylradikal. Durch Aktivitit der Katalase und Peroxidasen, vor allem
der Glutathion-Peroxidase, wird dieser Reaktion vorgebeugt und unter Bildung von Wasser die
Wasserstoffperoxide detoxifiziert. Die Glutathion-Peroxidase ist dabei auf Glutathion als Cosubstrat
angewiesen. Das dabei entstehende oxidierte Glutathion wird durch die Glutathion-Reduktase wieder
regeneriert. Abkiirzungen: O,” - Superoxidanion, H,0, - Wasserstoffperoxid, HO® - Hydroxylradikal,
R’ - Radikal, SOD - Superoxid-Dismutase, GSH - reduziertes Glutathion, GSSG - oxidiertes Glutathion,
GSH-Px - Glutathion-Peroxidase, GSSG-Rd - Glutathion-Reduktase

Superoxid-Dismutase

Die Superoxid-Dismutase (SOD) gehdrt zur Familie der Metalloenzyme [53] und nutzt die Redox-
Eigenschaft von Ubergangsmetallen als Mechanismus fiir ihre katalytische Eigenschaft [69].
Humanrelevant sind vor allem die kupfer- und zinkhaltige SOD (Cu/ZnSOD) im Zytosol, Plastid
und Peroxisom und die manganhaltige SOD (MnSOD) in den Mitochondrien und Peroxisom [54].
Die SOD kommt ubiqitdr in allen Geweben vor und in besonders hoher Konzentration in den
stoffwechselaktiven Organen wie Lunge, Herz, Leber und Niere [68]. Sie katalysiert die
Dismutation von Superoxidanionen zu Wasserstoffperoxid und Sauerstoff (vgl. Abb. 4.4,
Reaktion 1) und bildet somit den ersten praventiven Schritt gegen oxidativen Stress [133, 134].
Eine niedrige SOD-Konzentration wurde bei Personen nachgewiesen, die an mit oxidativem Stress
assoziierten Erkrankungen wie Diabetes mellitus [135], Neoplasie [136], glomerulare
Erkrankungen [137], alterungsbedingte Hirnleistungsstorungen [138] und Erkrankung der
Koronarien [139] litten sowie bei Patienten mit koronarer Herzerkrankung mit vorhergehendem
Myokardinfarkt [140]. Ebenso konnte bei Frauen nach korperlicher Aktivitit mit geringer Intensitét
ein niedriger SOD-Spiegel beobachtet werden [141].

Glutathion-Peroxidase

Bei der Glutathion-Peroxidase (GSH-Px) handelt es sich ebenfalls um ein Metalloenzym, in dessen

aktivem Zentrum sich Selen in Form eines Selenocysteinrestes befindet [142, 143]. Das Enzym ist
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im Plasma, Cytosol und membranstindig lokalisiert, wobei Letztere als Phosoholipid-
Hydroperoxid-GSH-Px bezeichnet wird [73, 144]. Die GSH-Px katalysiert die Reduktion von
Wasserstoffperoxiden zu Wasser unter gleichzeitiger Oxidation von reduziertem Glutathion (GSH)
zu Glutathiondisulfid (oxidiertes Glutathion, GSSG) (vgl. Abb. 4.4, Reaktion 2) [134, 145].
Ebenfalls unter Verwendung des Substrates GSH katalysiert es die Reduktion einer Vielzahl an
organischen und anorganischen Hydroperoxiden zu den entsprechenden Hydroxyprodukten [55,
146]. Eine besondere Bedeutung liegt dabei in der Eliminierung von Lipidhydroperoxiden, die
durch Protonierung der Lipidperoxylradikale entstehen [76], was folglich bei der Priavention der
Lipidperoxidation von Bedeutung ist [73]. Weiterhin wirkt die GSH-Px inhibierend auf die
Enzyme Cyclooxogenase, 5- und 15-Lipoxygenase, die bei der enzymatischen Lipidperoxidation
eine Rolle spielen [147]. Blankenberg und Kollegen [148] beschreiben die GSH-Px als einen
starken Prediktor fiir CVD. Bei Patienten mit Erkrankung der Koronarien [149, 150] und nach
einem Myokardinfarkt [151] konnte eine signifikant niedrigere GSH-Px-Aktivitdt im Vergleich zu

gesunden Probanden nachgewiesen werden.

Glutathion-Reduktase

Die Glutathion-Reduktase (GSSG-Rd), lokalisiert im Zytosol, Mitochondrium und Plastid [54],
dient der Aufrechterhaltung des intrazelluliren GSH/GSSG-Quotienten [68]. Sie katalysiert die
Reduktion von GSH zu GSSG bei zeitgleicher Oxidation von NADPH+H" zu NADP" (vgl.
Abb. 4.4, Reaktion 3). Fiir die Aufrechterhaltung dieser Reaktion ist ein NADPH+H'-
regenerierendes System (z.B. Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase) notwendig. [76]. Die

Wiederherstellung von GSH ist elementar im Metabolimus GSH-abhingiger Schutzmechanismen
[146]. Ebenso wie die GSH-Px zeigt die GSSG-Rd eine signifikant niedrigere Aktivitdt bei
Probanden mit Erkrankung der Koronarien [150] nach Myokardinfarkt [151].

Glutathion

Glutathion (GSH) ist der wichtigste nicht-enzymatische Regulator des intrazelluldren Redox-Status
[146]. Das Tripeptid GSH wird aus den Aminosduren Glutamat, Cystein und Glycin synthetisiert.
Diese Synthese findet in allen humanen Zellen statt, aber vorwiegend in der Leber. [152] Zu
85 - 90 % befindet sich GSH im Zytosol, der restliche Anteil in den Organellen wie Mitochondrien,
Peroxisom und Zellkern [153]. Das Gesamt-GSH (Summe aus GSH und GSSG) ist zellulér bis zu
15 % an Proteine gebunden [152]. Die Thiolgruppe des Cysteinrestes ist entscheidend fiir die
Funktionalitit des GSH. So kann es indirekt als Cosubtrat durch kovalente Bindung an Enzyme
(z.B. GSH-Px) Hydroperoxide, Wasserstoffperoxide und elektrophile Verbindungen unter Bildung
von GSSG detoxifizieren (vgl. Abb. 4.4, Reaktion 2) [146, 154]. Ebenso ist eine
nicht-enzymatische direkte Reaktion mit organischen freien Radikalen moglich, wobei die
Thiolgruppe ein H-Atom abgibt und ein Thiolradikal entsteht [152]. Diese Reaktion ist Grundlage
der Regenerierung des Tocopherylradikals zum Tocopherol [76]. AuBerdem konnen die
Thiolradikale selbst miteinander reagieren, woraus GSSG resultiert, und mit anderen

Zellbestandteilen und somit prooxidativ wirken. Unter physiologischen Bedingungen {iberwiegt
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jedoch die Eigenschaft des Radikalfangers. [68] Weiterhin wird GSH mitttels der GSH-S-
Transferase, einem Phase-II-Enzym, an Xenobiotika konjugiert und somit deren hydrophile
Eigenschaft erhoht [134]. Die zellulire Konzentration von GSH wird deutlich durch Protein-

Malnutrition, oxidativen Stress und einer Vielzahl pathologischer Geschehen reduziert [153, 155].

Paraoxonase

Die Paraoxonase-1 (PON-1, Arylesterase) ist ein Kalzium-abhingiges Glukoprotein [156], was im
HDL, VLDL, Chylomikronen und im Lipoprotein defizienten Serum nachweisbar ist. Zusétzlich
wird in PON-2 und -3 unterschieden, die zelluldr lokalisiert sind [157] Die Synthese von PON-1
erfolgt iiberwiegend in der Leber, wihrend PON-3 in Leber und Niere und PON-2 fast in jedem
Gewebe, vor allem in Makrophagen sowie arteriellen Endothelzellen und Zellen der glatten
Muskulatur, exprimiert werden [158]. Es trdgt zur Detoxifizierung von Organophosphor-
verbindungen (z.B. Paraoxon - namensgebend) und lipophilen Radikalen aus der Lipidperoxidation
bei [159]. PON-1 weist neben den antioxidativen auch antiatherogene Eigenschaften durch
Verzogerung der Schaumzellbildung auf. So konnten Studien am Tiermodell zeigen, dass PON-1
den Cholesterin-Influx in Makrophagen durch Inhibierung der Aufnahme von oxidiertem LDL und
durch Inhibierung der LDL-Oxidation an sich reduziert. [160] AuBerdem hemmt PON-1 die
Biosynthese von Cholesterin in den Makrophagen [161] und stimuliert den Cholesterin-Efflux aus
den Makrophagen [162]. PON inhibiert oxidativen Stress und wirkt somit pridventiv vor
kardiovaskuldren Erkrankungen [157]. In Patienten mit oxidativen Stress assoziierten
Erkrankungen konnte eine deutlich geringere PON-Aktivitdt nachgewiesen werden als in gesunden
Kontrollen [163-166]. Es wird angenommen, dass PON die Komponente im HDL sein konnte, die

fiir die protektive Wirkung des HDL verantwortlich ist [167].

4.3 Mediterrane Ernadhrung

Die beschriebenen biochemischen Mechanismen der CVD-Genese konnen durch die habituelle
Erndhrung beeinflusst werden. Diesbeziiglich wurde vor allem der mediterranen Erndhrungsweise
basierend auf den Ergebnissen der Sieben-Lénder-Studie Aufmerksamkeit geschenkt. In dieser
Kohortenstudie wurden Ende der 50er Jahre 12.763 Maénner zwischen 40 und 59 Jahren aus
Griechenland, Italien, dem ehemaligen Jugoslawien, Japan, Finnland, Niederlande und USA
rekrutiert. Diese Studie, fokussierend auf der Bedeutung der Erndhrung bei CVD, zeigte eine
niedrigere Mortalitdtsrate in den mediterranen Léndern als in den anderen teilnehmenden Léndern.
Innerhalb der mediterranen Region wies Kreta die geringste Mortalitdtsrate auf [168, 169]. Auch
die Daten der Weltgesundheitsorganisation belegen, dass die Menschen in den mediterranen
Landern die hochste Lebenserwartung und gleichzeitig die niedrigste Inzidenz von CVD,
verschiedenen Krebserkrankungen und anderen erndhrungsbedingten Erkrankungen in der Welt
aufwiesen [4]. Beispielsweise war die Mortalititsrate an CVD eines erwachsenen Griechen im Jahr
1960 um 90 % geringer als die eines Amerikaners [8, 168]. Diese unterschiedliche

Lebenserwartung konnte nicht ausschlieBlich anhand der verschiedenen Lebensgewohnheiten oder
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genetischen FEinflussfaktoren erkldrt werden. Folglich riickte die Erndhrungsweise in den
Mittelpunkt des Interesses.

Einen ersten Hinweis auf die praventive Wirkung der mediterranen Erndhrung anhand einer
klinischen Studie brachte die Lyon-Diet-Heart-Studie. In dieser randomisierten, verblindeten
Studie zur Sekundirprdvention erndhrten sich 605 Mainner nach vorliegendem Myokardinfarkt
entweder nach mediterraner oder westlicher Erndhrungsweise. Bereits nach 27 Monaten, noch
deutlicher nach 5 Jahren, verminderte sich das Risiko, einen erneuten Myokardinfarkt zu erleiden,
um 50 - 70 % in der Gruppe der Patienten mit mediterraner Erndhrungsweise. [5, 170] Die Fall-
Kontroll-Studie CARDIO 2000 an 661 Patienten mittleren Alters mit ersten Anzeichen eines
Myokardinfarktes oder instabiler Angina pectoris und 661 geschlechts- und altersgematchten
Kontrollen in Griechenland zeigte ebenfalls, dass die Adoption einer mediterranen
Erndhrungsweise das Risiko, ein akutes Koronarsyndrom zu entwickeln, um 16 % reduziert [6].
Weitere Auswertungen an verschiedenen Subpopulationen dieser Kohorte ermittelten bei
Beibehaltung des mediterranen Erndhrungsstils ein um 7 - 10 % verringertes Risiko eines akuten
Koronarsyndroms bei bereits vorliegender Hypertonie [171], ein um 12 % vermindertes Risiko bei
vorhandener Hypercholesterindmie [172], und ein um 35 % reduziertes Risiko bei Patienten mit

metabolischem Syndrom [173].

4.3.1 Charakteristika der traditionellen mediterranen Erndhrung

Der Begriff ,mediterrane Erndhrung® beschreibt das Erndhrungsverhalten in den Oliven
anbauenden Gebieten der mediterranen Lander Ende der 50er und Anfang der 60er Jahre [174,
175]. Willett et. al. [8] konkretisiert diese Definition und bezieht sich ausschlieSlich auf das
Erndhrungsverhalten der Menschen auf Kreta, im restlichen Griechenland und in Siiditalien zu
dieser Zeit.

Die mediterrane Region umfasst 18 an das Mittelmeer angrenzende Lander, die religiose, kulturelle
und wirtschaftliche Unterschiede aufweisen. Folglich existieren zwischen den Léndern auch
unterschiedliche Varianten der mediterranen Erndhrung. [7, 176] Aber dennoch lassen sich die im
Folgenden aufgefiihrten charakteristischen Gemeinsamkeiten zusammenfassen. So kennzeichnete
sich die traditionelle mediterrane Erndhrung durch einen {iberwiegenden Verzehr von pflanzlichen
Lebensmitteln. Dazu zédhlten vor allem Obst, Gemiise, Brot und andere Getreideprodukte,
Kartoffeln, Hiilsenfriichte, Niisse und Samen. Olivendl war der Hauptfettlieferant, da zu dieser Zeit
Butter selten und Margarine weitestgehend unbekannt waren. Milch und Milchprodukte wurden
tiglich in geringen Mengen verzehrt. Aufgrund der mangelnden Kiihlmoglichkeiten stand der
Konsum von Joghurt und Kése im Vordergrund. Ebenfalls in moderaten Mengen wurde Fisch und
Gefliigel gegessen. Der Verzehr von rotem Fleisch, wie Lamm-, Schwein- oder Rindfleisch, war
dagegen gering. Auch wurden nicht mehr als vier Eier pro Woche konsumiert. Alkohol wurde in
moderaten Mengen (Ménner: 1-2 Glaser Wein pro Tag; Frauen: 1 Glas Wein pro Tag) vorwiegend
zu den Mahlzeiten getrunken. AuBerdem kennzeichnet sich die mediterrane Kiiche durch eine
reichliche Verwendung von Gewliirzen und Krautern. Es wurden vorwiegend geringfiigig

verarbeitete, frische, saisonale und ortlich produzierte Lebensmittel verzehrt. [8, 177-180]
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Die Aufnahme von Fett schwankte zwischen [nach 8]

28 Energie-% (z.B. in Italien) und 40 Energie-% Die mediterrane Erndhrunsgweise zeichnet sich
) ) ) durch den hohen Konsum an pflanzlichen

(zB. in Griechenland und Kreta). Der Anteil [ epensmitteln aus. Olivendl ist der Hauptfett-

von gesittigten Fettsiuren (SFA) betrug 1i§ferant. AuBerdem wird .in mod.era‘Fen Me.ngen
Fisch, Gefliigel und Wein sowie in geringen

< 8 Energie-% und mehrfach ungesittigten = Mengen rotes Fleisch zu sich genommen.
Fettsduren (PUFA) < 7 Energie-%. Durch die

hohe Aufnahme von 16 - 29 Energie-% an einfach ungeséttigten Fettsduren (MUFA), zu 60 - 80 %
iiber Olivendl, ergab sich ein giinstiges Verhiltnis von MUFA zu SFA von 2 - 4 zu 1. [8, 180, 182]
Aufgrund des hohen Konsum an pflanzlichen Lebensmitteln, Oliven6l und dem geringen
Verarbeitungsgrad der Lebensmittel wurde eine hohe Zufuhr von Vitaminen (besonders 3-Carotin,
a-Tocopherol), Mineralstoffen (Kalzium, Magnesium, Kalium), komplexen Kohlenhydraten,
Ballaststoffen und phenolischen sekundéren Pflanzenstoffen gewéhrleistet [177, 180].

Neben den erndhrungsrelevanten Faktoren waren auch bestimmte Lebensstilfaktoren fiir die
mediterrane Bevolkerung zu dieser Zeit charakteristisch. Durch die Arbeit auf dem Feld und im
Haushalt wies die Bevolkerung eine regelméfige hohe korperliche Aktivitdt auf. AuBerdem
schenkten sie familidren und anderen sozialen Kontakten groe Bedeutung, was sich u.a. in
verldngerten Essenszeiten und gemeinsamer Essenszubereitung duBerte. Ebenfalls fanden Siestas
vor allem nach den Mahlzeiten statt. Das Verhalten war zu dieser Zeit geprdgt durch eine relativ

stressfreie und gleichformige Lebensweise im Einklang mit der Umwelt. [8, 183]

4.3.2 Die mediterrane Erndhrung heute

Im Verlauf der letzten 30 bis 40 Jahre hat sich die Erndhrungsweise in den mediterranen Landern
unvorteilhaft verdndert. Ein Trend weg von der traditionellen mediterranen Didt und hin zur
westlichen Erndhrungsweise ist zu beobachten. Griinde fiir die Verdnderung sind in der
zunechmenden  Industrialisierung,  Urbanisierung,  technologischen und  &kologischen

Weiterentwicklung, Tourismus, Berufstitigkeit der Frauen und der Verdnderung der
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Familienstruktur zu finden. Daraus resultiert ein verdndertes Lebensmittelangebot, Verknappung
der Zeit fiir die Speisenzubereitung und verstirkte Nutzung von Convenienceprodukten und Fast
Food. [174, 180, 183]

Daten aus der DAFNE Datenbank der Food and Agriculture Organisation, der Sieben-Lénder-
Studie und der European Prospective Investigation into Nutrition and Cancer (EPIC-Studie)
belegen diesen Wandel [184-189]. So nimmt der Verzehr von tierischen Lebensmitteln zu Lasten
der pflanzlichen Produkte zu. Kartoffeln, Hiilsenfriichte, Brot und andere Getreideprodukte werden
weniger gegessen, wihrend sich der Verzehr von rotem Fleisch fast verdoppelt hat. Ein leichter
Anstieg des Verzehrs von Milchprodukten ist ebenfalls zu verzeichnen. Olivendl ist zwar immer
noch der Hauptfettlieferant, aber der Anteil an Butter, Margarine und anderen kostenglinstigeren
pflanzlichen Olen, wie Sonnenblumendl, ist gestiegen. Folglich hat sich auch das Verhiltnis von
MUFA zu SFA verschlechtert. Der Obst- und Gemiisekonsum ist konstant geblieben, teilweise
sogar gestiegen. Zusitzlich konnte ein Riickgang der korperlichen Aktivitdt festgestellt werden.
[180, 184, 190] In den ldndlichen Regionen Spaniens und Griechenlands konnte die traditionelle
Erndhungsweise eher beibehalten werden als in den stddtischen Gebieten [190]. Erste Resultate
dieser Entwicklung spiegeln sich bereits im signifikanten Anstieg der KHK-Mortalitdtsrate und der
Erhéhung entsprechender Risikofaktoren, wie Cholesterinsspiegel, Blutdruck und Ubergewicht, auf
Kreta wider [184].

4.4 Olivendl
Die Geschichte der Olivendlproduktion kann bis ins 5. Jh. v. Chr. zuriickverfolgt werden [191]. Es

wird aus dem Olreichen Fruchtfleisch der Oliven (lat. Olivia), den Friichten des Olivenbaumes,
gewonnen [19, 192]. Es ist somit das einzige Speise6l, was aus der Frucht und nicht aus dem
Samen extrahiert wird [193]. Die historische Heimat des Olivenbaumes ist der Mittelmeerraum, der
auch heute noch aufgrund des vorherrschenden gemiBigten Klimas den {iber 150 verschiedenen
Olivenbaumarten ideale Lebensbedingungen bietet. Der Olivenbaum (lat. Olea europaea) gehort
zur Familie der Olbaumgewichse (lat. Oleaceae) und wird mittlerweile auch in Kalifornien,

Siidafrika, Chile, Argentinien, Australien, Neuseeland, Japan und China kultiviert. [192]

4.4.1 Ernte und Olivendlgewinnung

Der Erntezeitpunkt ist von dem Reifegrad der Oliven abhéngig und findet zwischen November und
Februar statt [191]. Kurz vor der Vollreife der Friichte erreicht der Olgehalt im Mesokarp mit bis
zu 50 % sein Maximum. Bei Uberschreitung der Vollreife erhoht sich die Neigung zum
Ranzigwerden des Oles. [194] Die Ernte der Oliven erfolgt entweder per Hand oder maschinell
mittels Riittelmaschinen. Verletzungen der Friichte wiahrend der Ernte und des Transports sowie
lange Lagerzeiten bis zur Pressung wirken sich negativ auf die Qualitit des Oles aus. [192, 195]
AuBlerdem bestimmt der Zustand der Oliven die Temperaturen und Extraktionszeiten bei der

Olgewinnung. Sind die Oliven unversehrt, kann das Ol ohne Verlust der organoleptischen
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Eigenschaften bei einer Temperatur unterhalb 30 °C gewonnen werden. Bei beschiddigten Oliven

wird eine hohere Temperatur benétigt, um die Extraktionsausbeute zu erhdhen. [196]

Die Olivendlgewinnung findet ausschlieBlich durch mechanische oder sonstige physikalische
Verfahren statt. Dabei wird zwischen traditioneller und moderner Pressmethode unterschieden. Das
Prinzip beider Methoden ist identisch (Abbildung 4.6). Allerdings gewihrleistet die moderne
Pressmethode eine kontinuierliche Arbeitsweise. Aus dem ausgepressten Trester wird mit Hilfe von
Losungsmitteln das rohe Oliventresterdl gewonnen. Der Riickstand kann als Brennstoff,

Isoliermaterial oder fir FuBBboden- und Wandbeldge Anwendung finden. [191, 196]

Die Qualitét des Olivendles wird vorwiegend von dem Extraktionssystem (30 %), dem Reifegrad
(30 %) und der Olivensorte (20 %) bestimmt. Weitere qualititsbeeinflussende Faktoren stellen der

Konservierungsprozess (10 %) sowie das Ernte- und Transportsystem (jeweils 5 %) dar. [197]

Sortierung
Waschen
TRADITIONELL / \ MODERN
Zerkleinern / Mahlen Zerkleinern durch
im Kollergang rotierende Metallmesser
Hydraulische Presse —_ Riihren im Schneckensystem
\! Trester V
Zentrifuge T Dekanter
Olivendl Fruchtwasser Ol mit Rest- Fruchtwasser
fruchtwasser mit Restol
Zentrifuge Zentrifuge
Vool

Olivenol Fruchtwasser

Abb. 4.6: Arbeitsschritte bei der traditionellen und modernen Olivendlgewinnung
[modifiziert nach 191, 192, 195]

Die Oliven werden bei beiden Verfahren zunichst von Blittern und kleinen Asten entfernt und vorsichtig
gewaschen. Bei der traditionellen Methode erfolgt das Zerkleinern im sogenannten Kollergang. Der
entstehende Olivenbrei wird auf runde Matten aufgetragen, zu einem Turm gestapelt und hydraulisch
gepresst. Die moderne Pressmethode kennzeichnet sich durch eine kontinuierliche Arbeitsweise, wodurch
Kapazitdit und Ertrag erhoht, Lagerzeiten verkiirzt und eine Verarbeitung zur richtigen Olivenreife
gewihrleistet wird. Das Zerkleinern erfolgt durch rotierende Metallmesser und wird mittels eines
Schneckensystems geriihrt. Uber Schliuche gelangt der Olivenbrei in den Dekanter in dem die Trennung in
Olivenol, Fruchtwasser und Trester erfolgt. Die nachfolgende Zentrifugation dient der besseren Trennung
von Olivendl und Fruchtwasser.
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4.4.2 Verzehr und Produktion

Die europdische Union ist weltweit der grofite Erzeuger und auch der grofite Verbraucher von
Olivenodl [198, 199]. Jedoch betrdgt der Anteil von Olivendl am Weltspeisedlverbrauch nur 3%.
Aber aufgrund seines zunehmend positiven Images steigt die Nachfrage seit 1995/96 um jahrlich
6% an. [199, 200] Die Weltproduktion von Olivendl betrug seit 2000/01 im Durchschnitt 2,7 Mio.
Tonnen jéhrlich. Davon wurden ca. 80 % in den Mittelmeerldndern Europas produziert. Die
restliche Produktion verteilte sich vorwiegend auf andere Mittelmeerldnder wie Tiirkei, Syrien,
Tunesien und Marokko. Ebenso sind die Mitgliedstaaten der Europidischen Union die weltweit
filhrenden Olivendlkonsumenten mit einem durchschnittlichen Verbrauch von 1,9 Mio. Tonnen in
den Wirtschaftsjahren 2000 - 2003, was im Durchschnitt 71,5 % des Weltverbrauchs darstellt.
[199] In Deutschland liegt der Pro-Kopf-Verbrauch bei 0,85 1 [195]. Die nachfolgende Tabelle 4.4

verdeutlicht den Olivendlkonsum in der EU.

Tab. 4.4: Olivenolverzehr in der Europdischen Union [modifiziert nach 199]

Jahr Einheit Griechenland Spanien Italien Portugal Frankreich  Andere

1a55 kg/Kopf 20,2 10,1 9,5 2,7 0,5 0,1
g/Tag' 56,1 28,1 26,4 7,5 1,4 0,3
S0 kg/Kopf 25,0 12,6 12,3 6,9 1,4 0,5
g/Tag' 69,4 35,0 342 19,2 3,9 1,4
jahrlicher % 22 22 2,6 9,7 10,8 16,1
Anstieg
! berechnet

4.4.3 Guteklassen

Die Qualitit und Vermarktung der Oliven- und Oliventresterdle wird verbindlich durch die
Kommission der Europdischen Gemeinschaft geregelt [201]. Die nachfolgende Tabelle 4.5 fasst die
seit November 2003 giiltigen Giiteklassen fiir Olivenol zusammen. Die ersten fiinf Kategorien
beinhalten alle nativen Ole und die daraus durch mechanische und physikalische Verfahren
hergestellten Ole. Die Kategorien 6 - 8 stellen Oliventresterdle dar, die durch Losungsmittel oder
zweite Zentrifugation aus dem Trester gewonnen werden. Alle aufgelisteten Olivendlkategorien
konnen laut der Verordnung Nr. 136/66/EWG im GroBBhandel in den Verkehr gebracht werden.
Jedoch nur die Giiteklassen 1, 2, 5 und 8 (dick hervorgehoben) gehdren zu den
Einzelhandelskategorien und sind fiir den Endverbraucher kéauflich. [196, 202, 203]
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Tab. 4.5: Giiteklassen von Olivendl und Oliventresterdl [modifiziert nach 196, 202, 203]

Ausgewahlte chemische
Eigenschaften

Guteklassen Definition
Sauregehalt'  Peroxidzahl®

(2/100g O1) (mEq O,/kg)

1. Natives - direkt aus Oliven nach ausschlieBlich mechanischen oder <0,8 <20
Olivendl extra  sonstigen physikalischen Verfahren gewonnen
- einwandfrei in Geschmack und Geruch

2. Natives - direkt aus Oliven nach ausschlieflich mechanischen oder <20 <20
Olivendl sonstigen physikalischen Verfahren gewonnen
3. Lampantél - direkt aus Oliven nach ausschlieBlich mechanischen oder >2,0 =

sonstigen physikalischen Verfahren gewonnen
- ist ein natives Olivendl, nicht zum Verzehr geeignet

4. Raffiniertes - durch Raffination von rohen Olivendlen (Kategorie 1-3) <0,3 <5
Olivenol gewonnenes Ol
5. Olivendl - Verschnitt aus raffiniertem und nativem Olivendl <1,0 <15

(Kategorie 1 und 2) ohne Vorgabe eines bestimmten
Mischungsverhéltnisses

6. Rohes - durch Behandlung von Oliventrestern gewonnenes o)l -- --
Oliventresterdl - oder: Ol, das mit Ausnahme bestimmter festgelegter
Merkmale einem Lampantol entspricht

7. Raffiniertes - durch Raffination von rohem Oliventresterdl <03 <5
Oliventresterdl  (Kategorie 6) gewonnenes Ol

8. Oliven- - Verschnitt von ausschlieBlich Ol aus der Behandlung <1,0 <15
tresterdl von Riickstdnden der Olivendlgewinnung (Kategorie

6 und 7) und direkt aus Oliven gewonnenem Ol
(Kategorie 1 und 2) ohne Vorgabe eines bestimmten
Mischungsverhéltnisses

"' MaB fiir den Gehalt an freien Siuren, berechnet als Olsdure je 100 g Olivendl. Bestimmung erfolgt durch
Titration mit ethanolischer Kaliumhydroxidlosung. [203, 204]

% MaB fiir den Gehalt an peroxidisch gebundenem Sauerstoff, berechnet als Aquivalentmasse des Sauerstoffs
je kg Probe. Es ist ein dynamischer Wert, der in Abhidngigkeit von den Lagerbedingungen (Licht,
Temperatur, Alter) zunimmt und durch Folgereaktionen aber auch wieder abnimmt. Die Folgeprodukte der
Hydroxyperoxide verursachen den typisch ranzigen Geschmack. Die Bestimmung erfolgt durch die
Methode nach Wheeler. [203, 204]

Fiir die Uberpriifung der Konformitiit eines Oles mit der deklarierten Giiteklasse ist eine Vielzahl
von chemisch-physikalischen Analysen und zusitzlich fiir native Ole eine sensorische Analyse
vorgeschrieben. Die Zuordnung in die Giiteklasse erfolgt aufgrund vorgegebener Grenzwerte fiir
jeden Priifparameter (siche die in Tabelle 4.5 beispielhaft aufgefiihrten Parameter Sduregehalt und
Peroxidzahl mit den entsprechenden Grenzwerten). Die Verfahren zur Bestimmung der
Olivenoélkategorien sind in der Verordnung (EG) Nr. 1989/2003 festgehalten. [202, 203]

4.4.4 Charakteristika und Inhaltsstoffe

Im Vergleich zu den Samendlen weist Olivendl einen hohen Gehalt an MUFA auf. So ist die
Olsiure (C18:1) mit 55 - 83 % mengenmiBig dominierend. Der Anteil von PUFA ist deutlich
geringer und setzt sich vorwiegend aus Linolséure (C18:2) mit 3,5 - 21,0 %, Linolensadure (C18:3)
mit < 1,0 % und Arachidonsiure (C20:4) mit < 0,6 % zusammen. Die Palmitinsdure (C16:0) mit

7,5 - 20,0 % und Stearinsdure C(18:0) mit 0,5 - 5,0 % sind die mengenméaBig bedeutendsten SFA
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im Olivendl. [203] Dieses Fettsdureprofil bedingt die im Vergleich zu den Samendlen hohere
Widerstandsfahigkeit gegeniiber oxidativen Schadigungen [205, 206]. Die Induktionszeit fiir die
Autoxidation ist um so kiirzer, je mehr Doppelbindungen die Fettsduren im Speisedl aufweisen
[207]. Die genaue Fettsdurezusammensetzung variiert zwischen den Olivenélen, da diese vom

Anbauort, Klima, Sorte und Reifegrad der Oliven abhingt [208].

Ein weiteres markantes Merkmal des nativen Olivendles ist der hohe Gehalt an phenolischen
Verbindungen. Phenole sind Substanzen, die sich durch ein aromatisches Ringsystem
kennzeichnen, an dem ein oder mehrere Hydroxylgruppen oder daraus entstandenen Derivate
gebunden sind [209, 210]. Es ist somit eine heterogene Stoffgruppe, die im sekundéren
Stoftwechsel von Pflanzen gebildet wird und dieser als Schutz vor schiddlichen Umwelteinfliissen
dienen [211, 212]. Natives Olivendl enthdlt mindestens 30 phenolische Verbindungen, die somit
eine sehr komplexe Fraktion darstellen [13, 213]. Dazu zdhlen die folgenden Gruppen
(a) Oleuropein und Ligstrosid Aglykone und ihre Derivate, (b) Derivate einfacher Phenole
(Phenylethylalkohol, Phenolsduren), (c) Flavonoide (Luteolin, Apigenin) und (d) Lignane
(Acetoxypinoresinol, Pinoresinol) [214, 215]. Die Phenolkonzentration stellt einen wichtigen
Qualitatsparameter dar, da diese fiir den Geschmack und die Farbe verantwortlich ist sowie die
Oxidationsstabilitiat des Olivendles beeinflusst [19, 216-218]. Aufgrund der Raffination sind im
raffinierten Olivendl sowie in den Olen aus Samensaat keine oder nur wenige Phenole nachweisbar
[219]. Die Angaben iiber den Gesamtphenolgehalt im nativen Olivendl variieren in der Literatur.
So werden Konzentrationen von 50 - 800 mg/kg [193, 220-222] berichtet. Die Gesamt-
konzentration und Zusammensetzung der phenolischen Verbindungen im Olivendl werden von der
Olivensorte, den klimatischen Bedingungen wahrend der Olivenreife, dem Reifegrad der Oliven
bei der Ernte, dem Olgewinnungsprozess, den Lagerungsbedingungen und der Lagerzeit beeinflusst
[207, 210, 223, 224].

Tocopherole stellen neben den bereits aufgefiihrten phenolischen Verbindungen mit einem Gehalt
von 98 - 370 mg/kg eine weitere wichtige Substanzgruppe im Olivendl dar [225]. Aufgrund der
antioxidativen Eigenschaften ist der Gehalt der Tocopherole ein wichtiger Qualititsparameter, da
dieser zur Oxidationsstabilitit des Oles beitréigt [208]. Eine weitere antioxidativ wirkende Substanz
im Olivendl ist Squalen, ein hochungesittigter aliphatischer Kohlenwasserstoff (Cs;oHso). Dessen
Gehalt variiert zwischen 136 - 708 mg/g und ist somit im Vergleich zu Samendlen deutlich hoher.
[208, 218, 226]. Weitere nennenswerte Verbindungen im Olivendl sind Carotinoide (1 - 20 mg/kg
Ol [227]), Phytosterole (10 - 20 mg/kg O1 [228]) und Chlorophyll (1 - 20 mg/kg Ol [208]).
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4.5 Phenolische Verbindungen im Olivendl — Oleuropein, Hydroxytyrosol
und Tyrosol

Basierend auf epidemiologischen Daten, die eine niedrige CVD-Inzidenz in den mediterranen
Landern nachwiesen, wurde die Hypothese generiert, dass der hohe Konsum an phenolreichem
Olivendl kardioprotektive Wirkungen in sich birgt [13, 19, 229, 230]. Demzufolge riickten die
phenolischen Komponenten des Olivendles in den Mittelpunkt wissenschaftlicher Untersuchungen.
MengenmiBig sind die Derivate von Oleuropein und Ligstrosid sowie Hydroxytyrosol (OHT;
3,4-Dihydroxyphenylethanol) und Tyrosol (T; 4-Hydroxyphenylethanol) im nativen Olivendl am
relevantesten [213, 231]. Oleuropein und Ligstrosid, auch bezeichnet als Secoiridoide [13], liegen
in der Olive vorwiegend glykosidisch gebunden vor. Wéhrend des Reifeprozesses der Olive wird
der Glukoserest der Secoiridoid-Glykoside durch B-Glukosidasen abgespalten und es entstehen die
Oleuropein- und Ligstrosid-Aglykone. Durch Hydrolyse wird Oleuropein zu Elenolsdure und OHT
und Ligstrosid zu Elenolsdure und T gespalten (Abb. 4.7) [9]. Der Gehalt an Secoiridoiden nimmt
somit im Verlauf der Olivenreife und beim Mahlprozess der Olivendlgewinnung ab und die
Konzentration von OHT und T zu [213, 221, 223]. Oleuropein ist fiir den bitteren Geschmack des

Oles und fiir die Braunung der Oliven wihrend des Reifeprozesses verantwortlich [212].

REIFEFROZESS DER

OLIVEN R OLIVEN / M OLIVENOL A
B-Glukosidase roN
CH,;—~C—0~CH,~CH; OH o CHyC-0-CH—CH—~ OH
HL—0—C H—CH, > HC—0—C H—CH, =
| |

O —Glucose O OH + Derivate
R=0H: Oleuropein R=0H: Oleuropein-Aglykon
R=H: Ligstrosid R=H: Ligstrosid-Aglykon
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OH

P
o  GHyC-OH
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Abb. 4.7: Chemische Strukturen der in Oliven und Olivendl vorwiegend vorkommenden
phenolischen Verbindungen [9]

Elenolsiure

In der Olive liegen Oleuropein und Ligstrosid vorwiegend glykosidisch gebunden vor. Wihrend der
Olivenreife werden diese durch B-Glukosidasen in ihre Aglykone abgebaut. Im Olivendl kdnnen die
Oleuropein-Aglykone zu Elenolsdure und Hydroxytyrosol und die Ligstrosid-Aglykone zu Elenolsdure und
Tyrosol hydrolysiert werden.
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4.5.1 Pharmakokinetik

Die Bioverfiigbarkeit und der Metabolismus der phenolischen Verbindungen aus dem Olivendl im
menschlichen Organismus sind noch nicht detailliert gekldrt. Dabei ist die Kenntnis {ber
Resorption, Metabolisierung und Ausscheidung bedeutsam fiir die Aussage iiber die biologische
Aktivitit dieser Verbindungen und ihrer Metabolite in den Organen. Uber die Stoffgruppe der
Polyphenole im Allgemeinen ist bekannt, dass die Aglykone im Diinndarm resorbiert werden
konnen. Polyphenole in Form eines Esters, Glykosids oder Polymers, wie sie vorwiegend in
Lebensmitteln vorkommen, miissen vor der Resorption durch Verdauungsenzyme oder durch die
Mikroorganismen im Kolon hydrolysiert werden. Ist die Mikroorganismenflora beteiligt, sinkt
meist die Effizienz der Resorption, da die Aglykone durch diese weiter verstoffwechselt werden
konnen und somit nicht mehr zur Resorption zur Verfiigung stehen. In den Enterozyten und spiter
auch in der Leber unterliegen die Polyphenole Konjugationsreaktionen. Zu diesen zdhlen
Methylierung, Sulfatierung und Glukuronidierung. Die Ausscheidung erfolgt vorwiegend iiber die
Niere und die Galle, was einen enterohepatischen Kreislauf zur Folge hat. Bei der Ausscheidung
der Polyphenole iiber die Gallenfliissigkeit ist eine erneute Resorption mit vorangegangener

Hydrolyse durch Verdauungs- oder Bakterienenzyme moglich. [232-235]

Bei den phenolischen Verbindungen aus dem Olivendl konnte anhand verschiedener Tier- und
Humanstudien gezeigt werden, dass nach dem Verzehr von nativem Olivendl oder nach der
Verabreichung entsprechender Supplemente OHT und T im Plasma und im Urin nachweisbar sind
[236-245]. Dies ldsst den Schluss zu, dass beide Substanzen resorbiert werden konnen, wobei
anhand verschiedener Studien eine dosisabhéngige Resorption festgestellt wurde [236, 237, 246].
Die Studie von Vissers und Kollegen [247] an Probanden mit und ohne Kolonresektion zeigte, dass
die phenolischen Verbindungen aus dem Olivendl iiberwiegend im Diinndarm resorbiert werden.
Die Resorption von Oleuropein wurde im Tierversuch nach Verabreichung von isoliertem
Oleuropein als schlecht eingestuft und eine Bioverfiigbarkeit von 41,3 % errechnet. Die genauen
Resorptionsmechanismen von Oleuropein sind noch unklar. Als mogliche Mechanismen werden
die parazellulire Aufnahme, passive Diffusion durch die Membran der Enterozyten und die
Aufnahme iiber Glukosetransporter diskutiert. [248] Anhand der Kolonzelllinie Caco2 konnte fiir
'“C-markiertes OHT ein intestinaler Transport iiber bidirektionale passive Diffusion demonstriert
werden [249]. Nach intravendser Gabe von '*C-markiertem OHT bei Ratten zeigte sich bei der
Studie von D’Angelo et. al. [241] eine schnelle und extensive Aufnahme der Verbindung in die
Organe. Schon 5 min nach der Injektion waren nur noch 8 % '*C-markiertes OHT im Plasma
nachweisbar und bereits Metabolite zu finden, was auf eine schnelle Metabolisierung hinweist. Das
“C-markierte OHT fand sich im Gehirn, Herz, Niere, Lunge und in der Skelettmuskulatur der
Ratten. Dies deutet auf eine gute Verteilung im Organismus hin und zeigt die Fahigkeit von OHT,
die Blut-Hirn-Schranke zu iiberwinden. Durch die Analyse der Organe und des Urins der Ratten
konnten die folgenden vier oxidierten und/oder methylierten Metabolite bestimmt werden:
Homovanillinalkohol (4-Hydroxy-3-methoxyphenylethanol), Homovanillinsdure (4-Hydroxy-3-
methoxyphenylessigsdure), 3,4-Dihydroxyphenylacetaldehyd und 3,4-Dihydroxyphenylessigsdure.
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Homovanillinsdure und 3,4-Dihydroxyphenylessigsdure stellen dabei gleichzeitig die
Hauptmetabolite im Dopamin-Stoffwechsel dar [241, 250]. Die Abbildung 4.8 veranschaulicht den
bisher beschriebenen Metabolismus von OHT. Im Humanurin nach Verzehr von nativem Olivendl
wurden von OHT die Metabolite Homovanillinsdure, Homovanillinalkohol [240] und
3-O-Methylhydroxytyrosol (MOHT) [250] identifiziert. Im Plasma als auch im Urin sind zusétzlich
glukuronidierte und sulfatierte Derivate nachweisbar, was auf eine Metabolisierung durch Phase-II-

Enzyme in der Leber hindeutet [236, 243, 250].

OH OH
OH OCH;

COM  [221,241]

CH,OH CH,OH
ADH
Hydroxytyrosol Homovanillinalkohol
[221,241]
ADH
o [221]
OH
DOPAC - oH
Reduktase OCH, 4-Hydroxy-
CHO 3-methoxy-
3,4-Dihydroxy- [251] phenyacetaldehyd
phenylacetaldehyd CHO (MOPAL)
(DOPAL)
ALDH
ALDH o [221]
OH
[221,241]
COMT [241] OH
\ OCH,
COOH
3,4-Dihydroxyphenylessigsdure
(DOPAC) COOH
Homovanillinsdure

Abb. 4.8: Postulierter Metabolismus von Hydroxytyrosol in vivo [nach 221, 241, 251]

Im Rattenmodell konnten bisher von Hydroxytyrosol die Metabolite DOPAL, DOPAC, MOPAL,
Homovanillinalkohol und -sdure identifiziert werden. Es wird davon ausgegangen, dass Hydroxytyrosol
ADH-katalysiert zu DOPAL und mittels ALDH zu DOPAC metabolisiert wird. Ebenso wurde die
Neusynthese von Hydroxytyrosol aus DOPAC durch die DOPAC-Reduktase postuliert. Durch die COMT-
katalysierte Reaktion kann DOPAC zu Homovanillinsdure abgebaut werden. Ein weiterer Abbauweg des
Hydroxytyrosols stellt die COMT-katalysierte Reaktion zu Vanillinsdure dar. Diese wird durch ADH zu
MOPAL und durch eine ALDH-katalysierte Reaktion zu Homovanillinsdure metabolisiert. Abkiirzungen:
COMT - Catechol-O-Methyltransferase, ADH - Alkoholdehydrogenase, ALDH - Aldehyddehydrogenase

Im Tierversuch wurden '*C-markiertes OHT und dessen Metabolite iiberwiegend iiber den Urin
(90 %) ausgeschieden und nur 10 % im Verdauungsbrei oder in den Fizes gefunden [241]. Die
Bioverfiigbarkeit von OHT und T nach Verabreichung von Olivendl wurde im Tierversuch auf
jeweils 99 % und 98 % bestimmt [245]. Die Ausscheidungsraten fiir OHT und T im menschlichen
Urin wiesen mit jeweils 29,0 - 98,8 % und 12,1 - 52,0 % eine hohe Variabilitit auf [236, 242,
243]. Ursachen fiir die variierenden Messergebnisse finden sich in der unterschiedlichen

Analysetechnik, der Nichtbeachtung der gleichzeitigen Zufuhr von Oleuropein und Ligstrosid mit
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dem nativen Olivendl oder in der Nichtbestimmung der Metabolite dieser Verbindungen. Der
Anteil an glukuronidierten und sulfatierten Metaboliten im Plasma und im Urin ist dominierend
(ca. 98 % fiir OHT-Konjugate [250]) [242, 244]. Beim Menschen iiberwiegt die Ausscheidung von
glukuronidierten Derivaten [236, 250]. Im Tierversuch wurden vorwiegend sulfatierte Metabolite
nachgewiesen [241]. Bislang ungeklédrt ist, ob sich die Phenole aus dem Olivendl in
Humangeweben akkumulieren kénnen, vor allem nach ldngerem kontinuierlichen Verzehr, ob und
wie sie im Blut transportiert werden und in wie weit die biologische Aktivitit von den Metaboliten

ausgeht.

4.5.2 Potentielle Wirkungsmechanismen im kardiovaskularen System

Die bisher postulierten Wirkungsmechanismen im Zusammenhang mit CVD umfassen
antioxidative, antithrombische, antiinflammatorische und genregulatorische Effekte sowie
Wirkungen auf die Gefafifunktion (siche Tab. 4.6).

Die antioxidative Kapazitdt von Oleuropein, OHT, T sowie von komplexen Phenolextrakten aus
Olivenol wurde vorwiegend anhand der Oxidation von LDL demonstriert, was vermutlich ein
Schliisselereignis in der Arterioskleroseentstehung darstellt [21, 31]. Unter Anwesenheit dieser
Phenole zeigte sich eine konzentrationsabhingige Inhibierung der in vitro Metallion- oder Zell-
induzierten LDL-Oxidation [15-18, 252-258]. Auch im Tiermodell konnte ein mehrwochiger
Olivendlverzehr die in vitro-induzierte Oxidation der isolierten LDL-Partikel durch Verlangerung
der Lag-Phase mindern [259, 260]. Die Lag-Phase in der Kinetik der LDL-Oxidation beschreibt die
Reaktion antioxidativ wirkender Substanzen mit den Lipidperoxylradikalen und deren Uberfiihrung
in den nicht-radikalischen Zustand. Folglich wird die Kettenfortpflanzung gehemmt. Erst mit
abnehmender Konzentration der Antioxidantien nimmt der Umfang der Kettenreaktion und somit
die Bildung von Oxidationsprodukten zu. Die Analyse dieser Oxidationsprodukte, vorwiegend
Fettsduren mit konjugierte Dien-Struktur, Aldehyden und Alkanen, dient der Beurteilung des
Umfangs der LDL-Oxidation. [261, 262] Des Weiteren fungieren die Olivendlphenole als
Radikalfénger gegeniiber verschiedenen ROS [14, 252, 263-266]. Fiir OHT wurde dariiberhinaus
die Regenerierung das a-Tocopheryl-Radikals zu a-Tocopherol beschrieben [16].

Neben diesen direkten antioxidativen Effekten konnen die phenolischen Verbindungen des
Olivendles auf den Redox-Status auch indirekt durch die Modulation pro- und antioxidativer
Enzymsysteme Einfluss nehmen. So konnte durch die Anwesenheit der zu untersuchenden
Substanzen die Aktivitdt von GSH-Px und GSSG-Rd [263, 267] induziert und die Aktivitit der
Lipoxygenase [268, 269], Xanthin-Oxidase [206] und Myeloperoxidase [270] inhibiert werden. Die
Hemmung der Myeloperoxidase konnte auf die Fahigkeit der Olivendlphenole als Radikalfanger
fiir Wasserstoffperoxid zu fungieren zuriickzufiihren sein [263, 270]. Wasserstoffperoxid stellt das
Substrat dieses Enzyms dar, welches im ,,oxidativen burst“ zur reaktiven hypochlorigen Saure
katalysiert wird. Folglich hat diese Hemmung auch eine antiinflammatorische Wirkung zur Folge.
Des Weiteren konnte ein Einfluss der Olivendlphenole auf die Eikosanoidbiosynthese beobachtet
werden, wodurch diese in thrombische und inflammtorische Geschehen eingreifen kdnnen. So

wurde fiir Oleuropein, OHT und T die Inhibierung der Leukotrien-B4-Synthese in tierischen [269]
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und in humanen Leukozyten [271] beschrieben, was fiir ihre antiinflammatorischen Eigenschaften
spricht. Dieser Effekt steht vermutlich mit der Lipoxygenase-Hemmung im Zusammenhang [269].
Weiterhin wurde unter Anwesenheit von OHT die Thromboxan-B,- und 12-Hydroxy-
eikosatetraensdure-Synthese durch stimulierte humane Thrombozyten vermindert sowie die
Thrombozytenaggregation inhibiert. Folglich kénnte OHT vor thrombischen und mirko-
thrombischen Prozessen schiitzen. [272] In tierischen Leukozyten blieb diese Wirkung fiir die
getesteten Phenole Oleuropein, OHT und T jedoch aus [269].

Das extrahierte Phenolgemisch aus nativem Olivendl wirkte auf die Aorta von Ratten
vasorelaxierend, wobei der Effekt bei Oleuropein, getestet als Einzelsubstanz, ausblieb. [258] Des
Weiteren wirken OHT und T genregulatorisch durch die Verminderung der Expression von
Zelladhdsionsmolekiilen in Endothelzellen [20]. Oleuropein induzierte in vitro auflerdem die

mRNA Transkription von Glutathion-bezogenen Enzymen [263].

Tab. 4.6: Potentielle Wirkungsmechanismen der Olivendlphenole im kardiovaskuldren System
in vitro und im Tiermodell

Substanz /

Lebensmittel in vitro und Tierstudien

biologische Aktivitat

o Radikalfanger fiir verschiedene ROS
(z.B. Superoxidanion, Wasserstoffperoxid,

EVOO, Oleu, OHT, T [14, 15, 252, 263-266]

Hydroxylradikale)
e inhibiert ROS-Generierung durch Leukozyten Oleu, OHT, T [14,269]
e inhibiert LDL-Oxidation VOO, ROO, PC- [15-18, 252-257, 259, 260]
Extrakt, O, OHT, T
« regeneriert a-Tocopheryl-Radikal OHT [16]
o erhoht antioxidative Kapazitét des Plasmas OHT [237]
o senkt Fp-Isoprostan-Bildung OHT [18, 273]
o reduziert Lipidperoxid-Bildung OHT [274]
e inhibiert Lipoxygenase Oleu, OHT, T [268, 269]
e inhibiert Xanthin-Oxidase PC-Extrakt [206]
o inhibiert Myeloperoxidase Oleu, OHT, T [270]
¢ induziert Glutathion-Peroxidase 00, Oleu [263, 267]
e induziert Gluathion-Reduktase Oleu [263]
o inhibiert die Thrombozytenaggregation OHT, Oleu [272]
e inhibiert die Bildung von Leukotrien-By, OHT, Oleu, T [269, 271, 272]
Thromboxan-B, und 12-HETE
e inhibiert NO-Generierung durch Makrophagen Oleu [275]
e vasorelaxierend PC-Extrakt [258]
e inhibiert Expression der Zelladhisionsmolekiile Oleu, OHT [20]
VCAM-1, ICAM-1 und E-Selektin
e aktiviert mRNA Transkription von Glutathion- Oleu [266]

bezogenen Enzymen

EVOO - extra natives Olivenol (engl. extra virgin olive oil), VOO - natives Olivendl (engl. virgin olive oil),
ROO - raffiniertes Olivenol (engl. refined olive oil), OO - Olivendl; PC - Phenol-Extrakt aus nativem
Olivendl, Oleu - Oleuropein, OHT - Hydroxytyrosol, T - Tyrosol, VCAM-1 - vaskuldres Zelladhésions-
molekiil-1, ICAM-1 - interzelluldres Zelladhésionsmolekiil-1, 12-HETE - 12 Hydroxyeikosatetraenséure
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Die Ergebnisse aus der Vielzahl der Zellkultur- und Tierstudien lassen ein kardioprotektives
Wirkungsspektrum der Olivendlphenole vermuten. Im Gegensatz dazu waren Resultate aus
humanen Interventionsstudien zum Zeitpunkt der Konzeptplanung der vorliegenden Studie nur
spérlich vorhanden. Ramirez-Tortosa und Kollegen [276] zeigten bei Ménnern mit peripherer
vaskulédrer Erkrankungen, dass ein jeweils dreimonatiger Konsum von 40 - 42 g/d extra nativem
Olivendl verglichen mit raffiniertem Olivendl die LDL-Oxidation und die oxLDL-Aufnahme durch
Makrophagen ex-vivo nach extra nativem Olivendlverzehr geringer waren. Jedoch variierten bei
den applizierten Olen neben dem Phenolgehalt auch der Vitamin-E-Gehalt und die Probanden
wurden angewiesen ihren Obst-, Gemiise- und Leguminosenkonsum zu erhdhen. Der Vergleich
von extra nativem und raffiniertem Olivendlverzehr war ebenso Schwerpunkt zweier folgenden
Interventionsstudien. In der Studie von Masella et al. [277] konnte durch vierwdchigem Verzehr
von 20 g/d extra nativem Olivendl die ex vivo LDL-Oxidation sowie die Bildung verschiedener
Oxidationsprodukte bei Hyperlipidimie-Patienten reduziert werden. Dagegen iibte bei gesunden
Probanden der jeweils dreiw6chige Verzehr von 69 g/d phenolreichem und phenolarmen Olivenol
keinen Einfluss auf die Blutlipide und verschiedene Oxidationsmarker aus [278]. Die postprandiale
Wirkung nach einmaliger Applikation einer Mahlzeit mit polarer und unpolarer Phenolfraktion
sowie extra nativem Olivendl bei gesunden Probanden untersuchten Vissers und Kollegen [279].
Dabei zeigte sich nach 2 h eine signifikante Verldngerung der Lag-Phase bei der ex vivo Kupfer-
induzierten LDL-Oxidation nach Verzehr der polaren Phenolfraktion und extra nativem Olivendl
aber ebenso nach Verzehr der Plazebomahlzeit. SchlieBlich beobachetete die Arbeitsgruppe von
Visioli [280] bei gesunden Méannern und Frauen nach Einmalgabe von 50 ml Olivendl mit vier
unterschiedlichen Oleuropein- und OHT-Konzentrationen eine sinkende renale F,-Isop-Exkretion
mit zunehmendem Phenolgehalt.

Aus dem dargestellten teils kontroversen Wissenstand zum Zeitpunkt der Studienplanung ergab
sich ein weiterer Kldrungsbedarf tiber die kardiovaskuldre Wirkung der Olivendlphenole in vivo
basierend auf kontrollierten randomisierten Humanstudien. Dabei sollte das Studienkonzept
speziell die Untersuchung der kardioprotektiven Wirkung der Olivendlphenole gewihrleisten, was
eine Aussage unabhdngig von dem bereits als priaventiv charakterisierten Fettsduremuster
ermdglicht. Daraus resultiert die Anforderung, dass sich im Erndhrungsverhalten der Probanden
einzig der Gehalt an aufgenommen phenolischen Verbindungen iiber das Olivendl variiert. Eine
ausreichende Absicherung des mdglichen kardiovaskuldren Wirkungsspektrums sollte durch eine

umfangreiche Analyse geeigneter oxidativer Stressparameter sowie der Blutlipide erfolgen.
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5 ZIELSTELLUNG

Epidemiologische Daten deuten darauf hin, dass sich die mediterrane Ernédhrungsweise vorteilhaft
auf die Inzidenz von mit oxidativem Stress assoziierten kardiovaskuldren Erkrankungen auswirkt.
In diesem Zusammenhang wird vor allem die Bedeutung von Olivendl als Hauptfettlieferant in der
mediterranen Erndhrung diskutiert. Mit einer Verzehrsmenge von 30 - 50 g pro Tag in den
mediterranen Léndern liegt diese deutlich iiber dem durchschnittlichen Verbrauch in der deutschen
Bevolkerung (0,85 1/Kopf/Jahr, entspricht ca. 2,5 ml/d). Olivendl weist mit seinem hohen Anteil an
einfach ungesittigten Fettsiuren, vorwiegend Olséure, ein besonderes Fettsdureprofil auf. Neben
der Fettsdurezusammensetzung ist der hohe Gehalt an phenolischen Verbindungen eine weitere
Besonderheit des nativen Olivendles. Anhand einer Vielzahl von in vitro Sudien konnte fiir diese
Phenole eine antioxidative Wirkung belegt werden. Folglich koénnte der Verzehr von
phenolreichem Olivendl aufgrund der beschriebenen antioxidativen Wirkung der Phenole vor durch
reaktive Sauerstoffspezies verursachten oxidativen Schidigungen schiitzen und das Risiko fiir
kardiovaskuldre Erkrankungen senken.

Die vorliegende Arbeit geht daher der Frage nach, ob die phenolischen Komponenten des
Olivenoéles eine kardioprotektive Wirkung bei gesunden deutschen Minnern ausiiben. Die
Beurteilung der kardioprotektiven Wirkung beruht dabei zum einen auf der Analyse der Blutlipide
(Gesamtcholesterin, HDL-Cholesterin, LDL-Cholesterin, Triglyzeride) und zum anderen auf der
Ermittlung oxidativer Schiadigungen durch die Analyse von Biomarkern der Lipidperoxidation
(oxidiertes LDL, oxidierter LDL-Antikorper, Fp-Isoprostane, Hydroxyfettsduren und konjugierte
Diene) und endogener Antioxidantien (Superoxid-Dismutase, Paraoxonase, Glutathion, Glutathion-
Peroxidase und -Reduktase). Basierend auf den Ergebnissen soll eine Empfehlung beziiglich des
Olivenoélverzehrs fiir eine mogliche Verzehrsstrategie bei gesunden deutschen Ménner im Rahmen
der Pravention kardiovaskuldrer Erkrankungen erstellt werden.

Zur Beantwortung dieser Fragestellung wurde eine randomisierte cross-over doppelt-verblindete
Interventionsstudie an gesunden Méinnern im Raum Berlin-Brandenburg durchgefiihrt. Diese
Interventionsstudie bildete einen zentralen Bestandteil des europdischen Forschungsprojektes
,Eurolive'. In jeweils drei dreiwdchigen Interventionsphasen konsumierten die Probanden tiglich
25 ml natives, gemischtes oder raffiniertes Olivendl. Die Interventionsphasen waren durch
zweiwOchige Wash out-Perioden getrennt. Einzigartig im Studiendesign war die Verabreichung
von drei Olivendlen, die beziiglich ihres Fettsdureprofils identisch waren und sich nur im Gehalt an
phenolischen Verbindungen unterschieden. Dieses Konzept ermdglicht eine Aussage speziell zu

den Wirkungen der Phenole im Olivendl unabhéngig von der Fettsdurekompositon.

! Eurolive - The effect of olive oil consumption on oxidative damage, QLK 1-CT-2001-00287, finanziell
unterstiitzt durch die Kommission der Europédischen Gemeinschaft
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6 STUDIENKONZEPT UND UNTERSUCHUNGSMETHODEN

Die nachfolgend beschriebene Interventionsstudie wurde zum einen am Institut fiir
Transfusionsmedizin der Charité Campus Mitte in Berlin und zum anderen in der ehem. Abteilung
Interventionsstudien (jetzt Nachwuchsgruppe Ballaststoffe und Metabolisches Syndrom) des
Deutschen Institutes fiir Erndhrungsforschung (DIfE) in Potsdam-Rehbriicke durchgefiihrt. Die
Affirmation des Studienkonzeptes erfolgte durch die Ethikkommissionen der Charité und der
Universitit Potsdam. Fiir die Bereitstellung und Qualititsanalyse des Olivendles sowie fiir die
Analyse der beschriebenen Blut- und Urinparameter waren die Vertragspartner Institut Municipal
d’Investigacid6 Médicia, Barcelona, Spanien, und Oy Jurilab Ltd., Kuopio, Finnland,
verantwortlich. Eine Gesamtiibersicht aller am europdischen Forschungsprojekt Eurolive

beteiligten Partner ist im Anhang 11.1 aufgefiihrt.

6.1 Probandenrekrutierung und Anforderungsprofil

Die Probandenrekrutierung erstreckte sich iiber den Zeitraum von November 2002 bis Januar 2003.
Fiir die Studie wurden gesunde ménnliche Nichtraucher zwischen 20 und 60 Jahren gesucht. Dafiir
wurden entsprechende Pressemeldungen in Form von Annoncen und Zeitungsartikeln (siche
Anhang 11.2) in lokalen Zeitschriften in Potsdam und Berlin geschaltet. AuBerdem wurden Flyer
(siche Anhang 11.2) an verschiedenen Standorten der Universitit Potsdam und der Charité
ausgehéngt. Zusitzlich wurden ehemalige Probanden der Abteilung Interventionsstudien des DIfE
angeschrieben und zur Teilnahme motiviert. Der Erfolg der verschiedenen Rekrutierungs-

maBnahmen stellt sich anhand der Potsdamer Subpopulation wie folgt dar:

Tab. 6.1: Prozentuale Verteilung der unterschiedlichen Rekrutierungsmafinahmen der Probanden
des DIfE (n = 38)

MaRnahme Prozentuale Verteilung
Beitrége in lokalen Zeitungen 39,5
Flyer 18,4
Ansprechen der Probanden durch Freunde/Bekannte 18,4
Anschreiben 15,8
Sonstiges 7,9

Interessenten kontaktierten darauthin die Studienzentren. Mittels eines Telefoninterviews (siche
Anhang 11.4) wurden die ersten Ein- und Ausschlusskriterien abgefragt und den entsprechenden
Kandidaten ein Fragebogen (siche Anhang 11.4) zur Abkldrung weiterer Ausschlusskriterien
zugeschickt. Die nachfolgende Tabelle 6.2 fasst die Ausschlusskriterien fiir die Studienteilnahme

zusammen.
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Tab. 6.2: Ausschlusskriterien fiir die Studienteilnahme

Ausschlusskriterien

e Raucher

o FEinnahme antioxidativer Supplemente

o FEinnahme von Acetylsalicylsdure (Aspirin)

o Einnahme anderer Medikamente mit antioxidativer Wirkung

e  Athleten mit hoher kdrperlicher Aktivitédt (> 3000 kcal/Woche Energieverbrauch in der Freizeit)
«  Ubergewicht (BMI > 32 kg/m?)

e Hypercholesterinimie (> 8,0 mmol/L) oder Indikationen fiir andere Fettstoffwechselstérungen

o Diabetes mellitus

o multiple Allergien

e  Zoliakie oder andere Magen-Darm Erkrankungen

« eingeschrinkte Mobilitit der Probanden, welche Besuche in den Studienzentren unmdglich machen
o ernsthafte Erkrankungen wie z.B. Krebs mit einer geringeren Lebenserwartung als 3 Jahre

o andere Erkrankungen oder Umstéinde, die die Messparameter beeinflussen

e  Vegetarier oder Personen, die eine spezielle Didt verfolgen

Wahrend der Studie wurden Probanden von der weiteren Teilnahme ausgeschlossen, wenn sie
erkrankten, die Blutabnahmetermine in den Studienzentren nicht wahrnahmen oder eine mangelnde
Compliance aufwiesen, indem sie beispielsweise unvollstindige Protokolle oder

24-h-Urinsammlungen abgaben.

6.2 Screening und Randomisierung

Zeigte die Auswertung des Fragebogens keine Ausschlusskriterien, wurden die Interessenten zu
einem Screening in die Studienzentren eingeladen. Dieses Screening umfasste die Analyse
biochemischer und hdmatologischer Parameter einer Niichtern-Blutprobe und die Analyse einer
Spontan-Urinprobe mittels eines Urinteststreifens (Combur 9, Roche Diagnostics, Mannheim,
Deutschland). Die analysierten Parameter sind in Tabelle 6.3 einzusehen. Fiir den Einschluss in die
Studie mussten sich die ermittelten Parameter im Referenzbereich bewegen und folglich kein Wert
eine Indikation flir eine Erkrankung aufzeigen. Studieninteressenten, deren Analysewerte eine
solche Indikation zeigten, wurden an ihren Hausarzt verwiesen. Auflerdem mussten die
Interessenten zur Abklarung der korperlichen Aktivitét in der Freizeit ein Aktivitdtsprotokoll (siche
Anhang 11.4) ausfiillen, das eine entsprechend angepasste Version des amerikanischen ,,Minnesota
Leisure Time Physical Activity Questionnaire* darstellte (siche dazu Ausfiihrungen Punkt 6.5.4.1).
Anhand der eingetragenen Daten wurde der Energieverbrauch fiir Freizeitaktivitdten in der Woche

berechnet.

Die Eignung zur Studienteilnahme war gegeben, wenn die medizinische Anamnese durch den
Fragebogen Ein- und Ausschlusskriterien und die analysierten Blut- und Urinproben auf keine
Erkrankung hinwiesen sowie die anthropometrischen Werte und Aktivititsangaben die

Einschlusskriterien erfiillten.
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Tab. 6.3: Analysierte Blut- und Urinparameter im Rahmen der Screeninguntersuchung

Biochemische Parameter Hamatologische Parameter Urinteststreifen
e  Serum Glukose e Leukozyten o« pH-Wert
e  Gesamtcholesterin e  Thrombozyten e Glukose
o Triglyzeride e Himoglobin o Ketone
e Alanin Aminotransferase e Bilirubin
(ALAT) o Urobilinogen
o Kreatinin e Proteine
e  Erythrozyten
e Leukozyten
e Nitrat

Die anschlieBende Randomisierung der Probanden erfolgte mittels eines lateinischen Quadrates. So
wurde fiir jeden Studienteilnehmer zufillig die Olivendlverzehrsreihenfolge (siche Ausfiihrungen
Punkt 6.3) und eine entsprechende Codenummer bestimmt. Die Randomisierung gewihrleistete

eine zufillige Verteilung von moglichen Storfaktoren innerhalb der Versuchsgruppen.

Die Interessenten, die als geeignet klassifiziert wurden, wurden im Rahmen einer
Informationsveranstaltung und in Einzelgesprichen iiber die Ziele und den Ablauf der Studie
informiert. Weiterhin wurden ihnen die Untersuchungsmethoden erldutert und entsprechende
Materialien wie beispielsweise die Urinsammelbehélter oder die auszufiillenden Protokolle
ausgehéndigt. Jedem Probanden wurde ein Studientagebuch zusammengestellt, welches u.a. einen
der Gruppe entsprechenden Studienablauf mit fixen Terminen (sieche Anhang 11.3), Hinweise zum
Verzehr des Olivenoles, Handhabung der Olivendlbehilter sowie die Anleitung und Protokolle fiir
die Sammlung des 24-h-Urins beinhalteten (siche Anhang 11.3 und 11.4). Somit hatten die
Studienteilnehmer die Moglichkeit, die ihnen im Gespriach vermittelten Informationen in Ruhe zu
Hause noch einmal durchzulesen. Die Einwilligung zur Studienteilnahme wurde durch die

Unterzeichnung der Einverstdndniserklarung gegeben (siche Anhang 11.3).

6.3 Studiendesign

Wie aus den vorherigen Beschreibungen hervorgeht, handelt es sich bei der Studie um eine
multizentrische und randomisierte Interventionsstudie. Alle Probanden begannen zeitgleich mit der
zweiwochigen Run in-Phase und durchliefen je dreimal dreiwdchige Interventionsperioden, in
denen sie téglich 25 ml von jeweils drei Olivendlsorten verzehrten. Bei den Olivendlen handelte es
sich um natives (phenolreich), gemischtes (mittlerer Gehalt an Phenolen) und raffiniertes Olivendl
(anndhernd phenolfrei). Die Verzehrsreihenfolge der Olivendlsorten wurde fiir jeden Probanden bei
der Randomisierung festgelegt. Zwischen den Interventionswochen befand sich jeweils eine
zweiwOchige Wash out-Phase. Demnach weist die Studie ein cross-over Design auf, das heil3t jeder
Proband durchlduft die gleichen Interventionsphasen und stellt somit seine eigene Kontrolle dar.
Der Ablauf der Studie wird in Abbildung 6.1 veranschaulicht.
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Wiéhrend der Run in- sowie in den beiden Wash out-Phasen war der Verzehr von Olivendl
untersagt. In den drei Olivendlverzehrsperioden durfte ausschlieBlich das vom Studienzentrum
ausgehédndigte Olivendl konsumiert werden. Die habituelle Erndhrungsweise sollte iiber den
gesamte Studienzeitraum beibehalten werden. Die Run in- sowie die Wash out-Phasen dienten
dazu, vor Beginn des Verzehrs des jeweiligen Olivendles bei allen Probanden anndhernd bzw.
wieder anndhernd gleiche Ausgangsbedingungen zu schaffen und den FEinfluss des davor

verzehrten Ols auf die nachfolgende Verzehrsperiode zu minimieren (physiologische Clearance).

2 Wo 3 Wo 2 Wo 3 Wo 2 Wo 3 Wo

natives gemischtes raffiniertes
Olivenol Olivenol Olivenol

raffiniertes | WASH natives WASH | gemischtes
Probanden RUNIN [ "0livensl | OUT | Olivendl | OUT | Olivensl
gemischtes raffiniertes natives
Olivenol Olivenol Olivenol

Erhebungszeitpunkt: t0 tl t2 t3 t4 t5 t6

® Blutabnahme, 24-h-Urinsammlung, anthropometrische Messung, Gelegenheitsblutdruckmessung

3-Tage-Erndhrungsprotokoll, 7-Tage-Aktivitdtsprotokoll (Subpopulation)

Abb. 6.1: Studiendesign

Zu Baseline (t0) und jeweils zu Beginn und Ende der Olivendlverzehrsperioden (t1 bis t6) wurden
den Probanden Niichternblutproben abgenommen und ihr Gewicht und Gelegenheitsblutdruck
dokumentiert. Aulerdem sollten sie ihren am Tag zuvor gesammelten 24-h-Urin mitbringen. Bei
jedem Besuch im Studienzentrum wurden die Probanden angehalten, einen Anamnese-Fragebogen
(siche Anhang 11.4) auszufiillen, in dem das Auftreten von Beschwerden und Erkrankungen seit
der letzten Blutabnahme sowie die Einnahme von Medikamenten und Nahrungsergdnzungs-
préparaten abgefragt wurde. Zu Baseline (t0) wurde zuséitzlich die GroBe und der Taille-Hiift-
Umfang ermittelt sowie ein soziodemographischer Fragebogen und ein Fragebogen zur familidren
Krankengeschichte (sieche Anhang 11.4) von den Studienteilnehmern beantwortet.

Zum Studienbeginn (t0) und jeweils zum Ende der Olivendlverzehrsperiode (2, t4, t6) wurden die
Studienteilnehmer aufgefordert, ein 3-Tage-Erndhrungsprotokoll zu fiihren, so dass das
Protokollheft zum Blutabnahmetermin ausgefiillt mitgebracht werden konnte. Eine Subpopulation
(n = 38) wurde zusitzlich angehalten, zeitlich iiberlappend zum 3-Tage-Erndhrungsprotokoll {iber

sieben Tage ihre korperliche Aktivitit zu dokumentieren.
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6.4 Olivendl der Studie
6.4.1 Charakterisierung des Olivendles

Das in der Studie verwendete Olivendl stammt aus dem Olivenanbaugebiet Picual in Andalusien
(Spanien). In einem ersten Schritt wurden verschiedene native Olivendle, welche aus jeweils
unterschiedlichen Olivenernten gepresst wurden, beziiglich ihres Phenolgehaltes untersucht. Das
Olivendl mit dem hochsten Gehalt an phenolischen Verbindungen wurde fiir die Studie als
,phenolreiches O1“ verwendet. AnschlieBend wurden die aus sortengleichen Oliven von der selben
Ernte hergestellten raffinierten Olivendle beziiglich ihres Fettsdureprofils untersucht. Fiir die Studie
wurde das raffinierte Olivendl als ,,annihernd phenolfreies* Ol gewihlt, welches am meisten der
Fettsdurezusammensetzung des nativen Olivendles entsprach. Weiterhin wurde die a-Tocopherol
Konzentration in beiden Olen bestimmt und der Gehalt des raffinierten Olivendles dem nativen Ol
angepasst. Durch Mischung des nativen und raffinierten Olivendles, wurde ein Ol mit mittlerem
Phenolgehalt gewonnen. Die drei Olivenéle unterschieden sich somit signifikant im Phenolgehalt,
aber nicht signifikant in ihrer Fettsdurezusammensetzung sowie im Gehalt an o-Tocopherol,
Squalenen und B-Sitosterol, wie Tabelle 6.4 veranschaulicht. Zusitzlich wurden die

Qualititsparameter Siure- und Peroxidgehalt fiir jedes Ol bestimmt.

Tab. 6.4: Charakteristik der in der Studie verwendeten Olivendlsorten!

Olivendlsorte

Parameter raffiniert gemischt nativ
Séuregehalt’ (% Olséure) 0,03 0,08 0,18
Peroxidzahl® (mEq O,/kg) 4,12 5,89 11,28
Fettséuren (%) C14:0 0,01 0,01 0,01
C16:0 10,63 10,50 10,63
Cl6:1 0,88 0,86 0,88
C17:0 0,05 0,05 0,04
C17:1 0,09 0,09 0,09
C18:0 3,27 3,13 2,84
C18:1 79,08 79,80 80,60
C18:2 4,64 4,21 3,35
C18:3 0,58 0,58 0,58
C20:0 0,39 0,39 0,35
C20:1 0,26 0,25 0,25
C22:0 0,11 0,10 0,10
C24:0 0,01 0,02 0,02
a-Tocopherol (ng/g) 229 228 228
Phenolische Verbindungen® (ng/g) 2,7 164 366
Squalene (mg/g) 3,0 3,2 34
B-Sitosterol (mg/g) 1,4 1,5 1,5

' Analyse durchgefiihrt im Institut Municipal d'Investigaci6 Médicia, Barcelona, Spanien

? MaB fiir den Gehalt an freien Séuren, berechnet als Olsiure-%. Bestimmung erfolgt durch Titration mit
ethanolischer Kaliumhydroxidldsung. [203, 204]

3 MaB fiir den Gehalt an peroxidisch gebundenen Sauerstoff, berechnet als Aquivalentmasse des Sauerstoffs
je kg Probe. Es ist ein dynamischer Wert, der in Abhédngigkeit von den Lagerbedingungen (Licht,
Temperatur, Alter) zunimmt und durch Folgereaktionen aber auch wieder abnimmt. Die Folgeprodukte der
Hydroxyperoxide verursachen den typisch ranzigen Geschmack. Die Bestimmung erfolgt durch die
Methode nach Wheeler. [203, 204]

* Summe der in Tabelle 6.5 aufgefiihrten phenolischen Verbindungen
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Eine genaue Aufschliisselung der im nativen Olivendl nachweisbaren phenolischen Verbindungen
ist in Tabelle 6.5 zu sehen. Demnach sind die Derivate von Oleuropein und Ligstrosid
mengenmafig dominierend. Hydroxytyrosol und Tyrosol, welche durch Hydrolyse aus Oleuropein
und Ligstrosid gebildet werden [9], sind in geringeren Anteilen im Ol vorhanden. Alle weiteren
aufgefiihrten einfachen Phenole und Flavonoide sind nur in sehr geringen Konzentrationen

nachweisbar.

Tab. 6.5: Prozentuale Zusammensetzung der phenolischen Verbindungen des in der Studie
verwendeten nativen Olivendles'

Phenolische Verbindungen Prozentualer Anteil im nativen Olivendl

Einfache Phenole

e  Hydroxytyrosol 11,36 %

o  Tyrosol 4,36 %

e Vanillinsdure 0,01 %

o Vanillin 0,04 %

e p-Coumarsdure 0,05 %
Secoiridoide

o Ligstroside Derivate + Aglykone 18,24 %

o Oleuropein Derivate + Aglykone 64,86 %
Flavonoide

o Luteolin 0,56 %

e Apigenin 0,24 %

o  Metoxyluteolin 0,25 %

" Analyse durchgefiihrt im Institut Municipal d'Investigaci6 Médicia, Barcelona, Spanien

6.4.2 Lagerung, Management der Olivenélbehéalter und Stabilitatskontrolle
Die Olivendle wurden, abgefiillt in 5 1 Plastikflaschen, den jeweiligen Studienzentren zugeschickt.
Fiir die Doppelverblindung waren die Ole bereits mit einem Zahlencode versehen:

580 — natives Olivendl (phenolreich)

430 — gemischtes Olivendl (mittlerer Phenolgehalt)

780 — raffiniertes Olivendl (anndhernd phenolfrei)

Bis zur Abfiillung der Olivendle fiir die
Probanden wurden diese bei 4 °C im
Dunkeln aufbewahrt. Am Ende jeder Wash
out-Periode wurden fiir jeden Teilnehmer
jeweils 21 Plastikbehélter mit je 25 ml des
entsprechenden Olivendles gefiillt. Die
folgende Abbildung 6.2 zeigt die drei
Olivendlsorten mit der entsprechenden

Codierung in solchen Behiltern. Die

angebrochenen 5 1 Plastikflaschen wurden

anschlieBend mit Stickstoff begast, um  Abb. 6.2: Olivenole mit Codierung
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moglichen oxidativen Reaktionen des Oles mit dem im Behilter verbleibenden Sauerstoff
vorzubeugen und wieder bei 4 °C im Dunkeln gelagert. Die Kiihllagerung im Dunkeln sollte
zusdtzlich UV-Strahlen- und temperaturbedingte Schiadigungen des Fettsdureprofils minimieren.
AuBerdem nimmt der Gehalt an phenolischen Verbindungen und Vitamin E wéhrend der Lagerung
im Licht stirker ab als im Dunkeln [281]. Um mdgliche Qualititsverinderungen solcher Art zu

erfassen, wurden in dreimonatigen Abstéinden die Ole einer Stabilititskontrolle unterzogen.

Ebenso wurden die Probanden angewiesen, das Olivendl an einem trockenen, relativ dunklen Platz
aufzubewahren, um Qualitdtsverdnderungen vorzubeugen. Allerdings sollten sie das Olivendl {iber
die jeweiligen drei Wochen bei Zimmertemperatur und nicht im Kiihlschrank lagern, um eine
Ausflockung der u.a. auch phenolischen Verbindungen zu vermeiden. Fiir eine Uberpriifung
eventuell groBerer Riickstande in den Plastikflaschen und somit nicht verzehrter Olmengen sollten

die Studienteilnehmer am Ende der Olivendlverzehrsperiode alle Behélter wieder mitbringen.

6.4.3 Richtlinien fur den Verzehr des Olivendles und der habituellen Erndhrung

Das Olivend] sollte vom Studienteilnehmer nicht zusitzlich zum gewéhnlich konsumierten Ol bzw.
Fett konsumiert werden, sondern dieses ersetzen und somit auch iiber den Tag verteilt verzehrt
werden. Weiterhin wurden die Probanden angewiesen das Olivendl roh zu essen, d.h. ohne
vorherige Erwdrmung. Demnach konnten sie es nicht zum Kochen, Braten oder Backen
verwenden, sondern erst nach der Zubereitung der warmen Mahlzeit der Speise zusetzen. Falls fiir
mehrere Personen Essen zubereitet wurde, sollte die Anreicherung der Mahlzeit mit dem Olivendl
erst nach der Portionierung auf dem eigenen Teller erfolgen. Das restliche auf dem Teller
verbleibende Ol sollte mit Brot aufgetunkt werden, so dass ein vollstindiger Verzehr gewihrleistet
wurde. Wéhrend der Studie durfte ausschlieBlich nur das vom Studienzentrum ausgehéndigte
Olivenol konsumiert werden.

Die Probanden wurden angewiesen, ihre habituelle Erndhrungsweise im Verlauf der Studie
beizubehalten. Um einer erhdhten Aufnahme an Antioxidantien und phenolischen Verbindungen
vorzubeugen, wurde der Verzehr der folgenden Lebensmittel und Lebensmittelgruppen pro Tag
wie folgt eingeschréinkt:

o 2 Portionen Gemiise bzw. Gemiisesifte
(1 Portion entspricht 100 - 150 g oder Stiick bzw. 200 ml)

o 3 Portionen Obst bzw. Obstsifte
(1 Portion entspricht 100 - 150 g/Stiick bzw. 200 ml)

o 3 Tassen schwarzen Tee bzw. Kaffee
(1 Tasse entspricht 150 ml)

« 2 Schokoladenriegel (je 50 g) oder eine halbe Tafel Schokolade (50 g)

o 2 Gldser Rotwein
(1 Glas entspricht 200 ml)

« maximal 1 1 Bier
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AuBlerdem sollten Oliven sowie speziell mit Vitaminen und Mineralstoffen angereicherte
Lebensmittel (z.B. ACE-Séfte, Multivitaminséfte) nicht konsumiert werden. Diese Richtlinien zum
Umgang mit dem Olivendl und zur habituellen Erndhrung wurden den Probanden schriftlich

ausgehindigt (Anhang 11.4).

6.4.4 Fragebogen zum Olivendlverzehr

Zum Studienende wurden die Probanden gebeten eine Fragebogen zum eigenen Olivendlverzehr
(siche Anhang 11.4) auszufiillen. Darin wurde abgefragt, ob schon vor Studienbeginn Olivenol
konsumiert wurde und ob es bereits Verwendung im eigenen Haushalt fand. Weiterhin wurde
erfasst, inwieweit die Probanden gewillt waren, zukiinftig Olivendl fiir den Eigenverbrauch zu
kaufen und welches Olivendl dafiir bevorzugt werden wiirde. Dieser Fragebogen umfasste

auBerdem die Frage nach der Geschmacksrichtung, die das Olivendl bevorzugt aufweisen sollte.

6.5 Untersuchungsmethoden
6.5.1 Anthropometrie

Die anthropometrischen Messungen umfassten die Bestimmung des Korpergewichts, der
KorpergroBe und des Taille- und Hiiftumfangs. Diese Daten dienten der Berechnung des Body
Mass Index (BMI) und des Taille-Hiifte-Quotienten (THQ).

BMI = Kérpergewicht (kg) / KorpergroBe (m)?
THQ = Taillenumfang (cm) / Hiiftumfang (cm)

Fiir die Ermittlung des K&rpergewichts wurden die Probanden in leichter Unterwische gewogen
(Soehnle S10 2720, Murrhardt, Deutschland) und das Ergebnis auf 100 g gerundet. Bei der
Bestimmung der KorpergroBBe (GPM Anthropometer, Siber & Hegner, Ziirich, Schweiz) wurde auf
eine definierte Korperhaltung geachtet [282]. Dass hei3it, die Studienteilnehmer standen aufrecht
mit der Orientierung des Kopfes in der Ohr-Augen-Ebene. Die Korperlast musste auf beiden Fiilen
gleichmiBig verteilt sein und die Fiile dabei eine leichte V-Position (FuBlspitzen divergieren)
einnehmen. Die Arme hingen seitlich gestreckt am Korper herab und die Schultern wurden locker
und gerade gehalten. Die ermittelte KorpergroBe wurde auf 1 cm gerundet dokumentiert. In der
beschriebenen Korperhaltung wurde ebenfalls der Taille- und Hiiftumfang bestimmt. Die
Ermittlung des Taillenumfangs erfolgte mittig zwischen dem unteren Rippenbogen und dem
Hiiftknochen (kleinster Umfang in Hohe des seitlichen Taillenpunktes). Der Hiiftumfang wurde am
groffiten Umfang in Hohe des Hiiftpunktes gemessen [283]. Beide Werte wurden auf
0,0 - 0,5 cm gerundet.



STUDIENKONZEPT UND UNTERSUCHUNGSMETHODEN 45

6.5.2 Gelegenheitsblutdruckmessung

Der Blutdruck wurde durch Gelegenheitsblutdruckmessungen immer vor den Blutabnahmen
ermittelt. Dafiir wurde ein vollautomatisches Oberarmblutdruckmessgerdt (Medicus Memory,
Bosch & Sohn, Jungingen, Deutschland) verwendet, welches auf einem oszillometrischen
Messprinzip beruht. Diese Messmethode basiert auf den Druckschwankungen der Pulswelle
(Oszillation), welche vom Druckwandler des Gerdtes registriert und in Blutdruckwerte
umgerechnet wird. Die stirkste Oszillation wird dem mittleren arteriellen Druck gleichgesetzt und
mit Hilfe eines Algorithmus der systolische und diastolische Blutdruck ermittelt. [284] Die
Blutdruckmessung am Oberarm gilt als Standardmethode, da die Messung unmittelbar in Herzhohe

erfolgt. Demnach sind géngige Normwerte auch auf Oberarmmessungen bezogen. [285]

Fir die Vergleichbarkeit der Blutdruckwerte wurden die Messungen unter standardisierten
Bedingungen durchgefiihrt. Die Ermittlung des Blutdrucks erfolgte immer in Ruhe. Das heifit der
Proband sollte sich unmittelbar vorher (mindestens eine Stunde) nicht korperlich schwer belastet
oder psychisch erregt haben und direkt vorher fiinf Minuten ruhig sitzen. Wihrend der Messung
musste der Proband eine entspannte Sitzhaltung einnehmen, die Beine nicht {iberkreuzen, den
Messarm ruhig halten und nicht sprechen. Die Manschette wurde am linken Oberarm ca. 2,5 cm
tiber der Ellenbeuge angebracht, so dass der aufblasbare Teil auf der Arterie (Arteria brachialis)
der Innenseite ansetzte. Dabei wurde darauf geachtet, dass vor dem Aufpumpen noch kein Druck
auf die Arterie durch die Manschette ausgelibt wurde. AuBerdem wurde die Messung ohne
beengende Kleidung vorgenommen, beispielsweise auch nicht der Armel hoch geschoben, da es
den venosen Riickstrom im Arm behindert und folglich die Venenstauung den Blutdruck erhdht.
Die Bestimmung des Blutdrucks erfolgte zu jedem Blutabnahmetermin zweimal in mindestens

flinfminiitigem Abstand. AnschlieBend wurde der Durchschnitt beider Messungen ermittelt.

6.5.3 Erfassung der Energie- und Nahrstoffzufuhr

Fiir die Erfassung der Nahrstoff- und Energiezufuhr wurden die Probanden aufgefordert, zu
Baseline und jeweils am Ende jeder Olivendlverzehrsperiode ein 3-Tage-Erndhrungsprotokoll zu
fiihren. Dies diente der Abschédtzung des Einflusses von Storgrofen und der Kontrolle der
vorgegebenen Erndhrungsrichlinien. Bei dieser Methode der Erndhrungserhebung handelt es sich
um eine direkte prospektive Methode, welche den laufenden Verzehr erfasst. Um das
Verzehrsverhalten an Wochentagen sowie am Wochenende zu dokumentieren, sollte das Protokoll
sonntags begonnen und dienstags beendet werden. Die Verzehrsmengen wurden mittels
haushaltsiiblichen MaBangaben geschitzt. Um die Protokollfilhrung zu vereinfachen, wurden
entsprechende Protokollhefte (siche Anhang 11.4) erstellt und mit einer ausfiihrlichen Anleitung
und einem Beispielprotokolltag versehen. Abbildungen von unterschiedlichen Portionsgro3en
verschiedener Gemiisesorten wurden zur besseren Einschitzung der verzehrten Menge dem
Studientagebuch beigefiigt. Zusétzlich erfolgte in der Informationsveranstaltung zu Beginn der

Studie eine ausfiihrliche Einweisung in die Protokollfiihrung. Die Probanden wurden angewiesen
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den Verzehr unmittelbar nach dem Essen zu protokollieren, damit die Genauigkeit nicht so stark

von der Gedéchtnisleistung des Teilnehmers abhing.

Die Schitzprotokolle wurden mittels der Ernihrungsauswertungssoftware PRODI® 4,5 LE 2001
(Wissenschaftliche Verlagsgesellschaft mbH, Stuttgart, Deutschland) hinsichtlich der Energie- und
Néhrstoffaufnahme ausgewertet. Diese Software basiert inhaltlich auf dem 1994 erschienenen
Bundeslebensmittelschliissel Version 11,2 (BLS) und wird zusétzlich durch Produktdaten aus der
Lebensmittelindustrie und Daten von Souci-Fachmann-Kraut [286] ergénzt. Der BLS ist eine
computergestiitzte Nahrstoffdatenbank zur Umrechnung von Mengen verzehrter Nahrungsmittel in
Néhrstoffzufuhrwerte. Er wurde von der Verzehrskommission des Bundesgesundheitsamtes von
1982 bis 1984 entwickelt und soll eine einheitliche, standardisierte Grundlage fiir die Auswertung
von Erndhrungserhebungen in der Bundesrepublik Deutschland schaffen. Aktuell ist die
Bundesforschungsanstalt fiir Erndhrung und Lebensmittel fiir die kontinuierliche Pflege dieser

Datenbank zustindig.

6.5.4 Erfassung der korperlichen Aktivitat

Neben der Dokumentation des Erndhrungsverhaltens wihrend der Studie wurde auch die
korperliche Aktivitit der Probanden eruiert. Die Ermittlung des retrospektiven Aktivititsverhaltens
in der Freizeit zum Screening war obligat fiir die Entscheidung {iber die Studienteilnahme. Ein
Energieverbrauch in der Freizeit groBer als 3000 kcal pro Woche fiihrte zum Studienausschluss, da
eine erhohte korperliche Belastung die Bildung von reaktiven Sauerstoffradikalen verusachen und
folglich oxidativen Stress induzieren kann [287]. Neben der retrospektiven Erfassung der
korperlichen Aktivitit zum Screening wurde im Verlauf der Studie zeitiiberschneidend zum
3-Tage-Schétzprotokoll die korperlichen Aktivitdt iiber sieben fortlaufende Tage von einer
Subpopulation (n = 38) dokumentiert. Diese Eruierung diente der Validierung der Erndhrungs-

erhebung. Beide Erhebungsinstrumente werden im Folgenden niher erldutert.

6.5.4.1 Retrospektives Aktivitatsprotokoll zur Erfassung der Freizeitaktivitat

Zur Beurteilung der Aktivitdt in der Freizeit wurde zum Screening von den Probanden ein
retrospektives Aktivitdtsprotokoll (sieche Anhang 11.4) ausgefiillt. Dieses Protokoll stellt eine
adaptierte Form des amerikanischen ,,Minnesota Leisure Time Physical Activity Questionnaire*
dar [288, 289]. Die adaptierte Version dieses Aktivititsprotokolls konzentriert sich auf die
Aktivitatsgruppen Laufen, Treppe steigen, korperlich anstrengende Tétigkeiten wie bspw.
Gartenarbeit und Sport. Dabei wird im ersten Fragenteil nach der Haufigkeit (Tage/Monat) und im
zweiten Fragenteil nach der Dauer (Minute/Tag) der Aktivitit gefragt. Jede Tatigkeitsgruppe liegt
einer sogenannten MET-Intensitdt’ (in kcal/min) zugrunde [288, 290]. Das Produkt aus

MET-Intensitdt, Haufigkeit und Dauer mit anschlieBender Division durch vier ergibt den

? Verhiltnis zwischen metabolischer Umsatzrate fiir die jeweilige Aktivitit und dem Ruheumsatz pro Stunde
und kg Korpergewicht



STUDIENKONZEPT UND UNTERSUCHUNGSMETHODEN 47

Energieverbrauch pro Woche fiir die jeweilige Tétigkeitsgruppe. Der Gesamtenergieverbrauch pro

Woche resultiert aus der Summe des Energieverbrauches der einzelnen Tétigkeitsgruppen. [288]

6.5.4.2 Prospektives Aktivitatsprotokoll zur Validierung der Ernédhrungserhebung

Das vorliegende prospektive Aktivititsprotokoll (siehe Anhang 11.4) wurde anhand der
Isotopendilutionsmethode mit doppelt markiertem Wasser, dem Goldstandard zur Ermittlung des
Energieverbrauches, validiert (r = 0,880; p < 0,001) [291].

Damit Verzerrungen durch Probanden mit unregelméBigen Arbeitszeiten oder sonstigen
unregelmifigen korperlichen Aktivititen eingeschrénkt werden, erfolgte die Protokollierung iiber
sieben aufeinanderfolgende Tage und beinhaltete folglich die Aktivitdt an Werktagen als auch am
Wochenende. Die Aktivitdten im Protokoll umfassen die Kategorien Schlaf- und Ruhezeiten,
Aktivitditen wahrend der Berufstitigkeit, Haushalt- und Freizeitaktivitditen und Sport. Jede
Kategorie gibt mehrere Aktivititsgruppen mit adédquaten Beispieltdtigkeiten vor. Die
Aktivitdtsgruppen wurden entsprechend ihrer MET-Intensitit zusammengestellt [292]. Zusétzlich
gibt es fiir jede Kategorie eine Zeile fiir sonstige, nicht aufgefiihrte oder fiir den Probanden nicht
zuordenbare Tétigkeiten, die nachtridglich vom Untersucher aufgrund ihres MET-Wertes in die
jeweilige Aktivitdtsgruppe eingeordnet wurden. Neben der Spalte mit den Aktivitdtskategorien
enthdlt das Protokoll fiir die Erfassung eines Tages 96 Spalten, die jeweils 15 Minuten
reprasentieren. Die Probanden wurden aufgefordert, viertelstiindlich ihre Tétigkeit einer
Aktivitdtsgruppe zuzordnen und anzukreuzen. Um das normale Aktivitdtsverhalten nicht zu
beeinflussen, war es gestattet die Tatigkeiten fiir wenige Stunden retrospektiv zu dokumentieren.
Dem Protokollheft wurde zum besseren Verstdndnis fiir den Probanden auf den ersten Seiten eine
kurze Anleitung beigefiigt.

Fiir die Berechnung des Energieverbrauches wurden die Zeitangaben je Aktivitdtsgruppe ermittelt,
mit dem jeweiligen MET-Wert multipliziert und die Summe fiir alle Aktivitdtsgruppen pro Tag
gebildet. AnschlieBend wurde dieser Summenwert mit dem Korpergewicht des Probanden
multipliziert, um den Energieverbrauch in kcal pro Tag zu erhalten [290, 291]. Fehlende oder

doppelte Angaben gingen mit einer festgesetzten MET-Intensitét von 1,5 in die Berechnung ein.

6.5.5 Blutuntersuchungen

Fiir die Analyse der nachfolgend aufgefiihrten Parameter wurden den Probanden zu Beginn der
Studie und jeweils zu Beginn und Ende der Olivendlverzehrsperioden Blut abgenommen. Die
Studienteilnehmer wurden gebeten, mindestens 10 Stunden vor der Blutabnahme keine Nahrung
mehr zu sich zu nehmen und maximal nur noch Wasser zu trinken. Die Blutabnahmen erfolgten im
Liegen mit Hilfe eines geschlossenen Blutabnahmesystems durch eine entsprechende Fachkraft.
Fir die Gewinnung des Plasmas wurden die EDTA-Blutréhrchen nach der Blutabnahme
zwischenzeitlich in einem FEisbad aufbewahrt und anschlieBend zentrifugiert. Die Serum-
Blutrohrchen wurden vor der Zentrifugation fiir eine ausreichende Blutgerinnung mindestens
30 min bei Raumtemperatur verwahrt. Aufgrund auftretender Oxidationsvorgidnge im Rohrchen

wurden diese auch nicht ldnger als 40 min stehen gelassen. Fiir die genaue Einhaltung dieses
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Zeitraumes wurde der Zeitpunkt der Blutabnahme dokumentiert. Die Zentrifugation beider
Rohrchen erfolgte 15 min bei 1.000 G und 4 °C. Nach der Aliquotierung der entsprechenden
Mengen wurden die Proben unverziiglich bei -80 °C eingefroren.

Die Probengewinnung sowie alle vorbereitenden Schritte bis zum Einfrieren und Versand der
Proben erfolgte in den beiden Studienzentren. Die Analyse der Serumlipide, Serumglukose,
oxidierten LDL (oxLDL), oxidierten LDL-Antikérper (OLAB), Glutathion-Peroxidase (GSH-Px),
Glutathion-Reduktase (GSSG-Rd), reduziertes (GSH) und oxidiertes Glutathion (GSSG) wurden
im Institut Municipal d’'Investigaci6 Médicia (Barcelona, Spanien) durchgefiihrt. Oy Jurilab Ltd.
(Kuopio, Finnland) war fiir die Bestimmung der konjugierten Diene (CD), Hydroxyfettsduren
(OHFA), F,-Isoprostane (F,-Isop), Paraoxonase (PON) und Superoxid-Dismutase (SOD)

verantwortlich.

Gerite, Materialien und Chemikalien

Blutabnahmesystem Vacutainer' " Glas Whole Blood Tube, K3EDTA 15 % Solution
10 ml, 10 x 16 mm, Becton & Dickinson, Heidelberg, Deutschland

Vacutainer'™ Glas Serum Tube, no additive, silicone coated
10 ml, 100 x 16, Becton & Dickinson, Heidelberg, Deutschland

Vacutainer ™ Blutentnahmeset 21 G, 3/4", 17 cm Schlauch-
lange, griin, Becton & Dickinson, Heidelberg, Deutschland

Einmalbehilter aus Kunststoff, Becton & Dickinson, Heidelberg,

Deutschland
Zentrifuge Heraeus, Multifuge 3S-R, Hanau, Deutschland
Hettich, Universal 30 RF, Tuttlingen, Deutschland
Analysenwaage Sartorius, LP 5200 P, Géttingen, Deutschland
Saccharose Merck, Darmstadt, Deutschland
Perchloridsiure 69 % Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Bathophenanthrolin- Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Disulfonsdure
N-Ethylmaleimid Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

6.5.5.1 Serumlipide und Serumglukose

Serumglukose, Gesamtcholesterin (tChol), HDL-Cholesterin (HDL-C) und Triglyzeride (TG)
wurden enzymatisch mit Hilfe enzymatischer Kits (Roche Diagnostics, Basel, Schweiz) und dem
Cobas-Mira-Plus-Autoanalyser (Hoffmann-La Roche, Basel, Schweiz) analysiert [293]. Der inter-
assay Variationskoeffizient betragt jeweils 2,8; 2,6; 4,6 und 2,9 % fiir Glukose, tChol, HDL-C und
TG [294]. Die Berechnung der Konzentration des LDL-Cholesterins (LDL-C) erfolgte auf der
Grundlage der Friedewald Formel [295] basierend auf den Werten von tChol, TG und HDL-C.

Friedewald-Formel: LDL-C =tChol [mmol/l] - TG [mmol/1] /2,2 - HDL-C [mmol/1]
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6.5.5.2 Marker der Lipidperoxidation

Oxidiertes LDL

Die Konzentration von oxLDL im Plasma wurde mittels ELISA einem enzymatisch zweiseitigem
Immunoassay basierend auf der direkten Sandwich-Methode bestimmt (oxLDL, Mercodia AB,
Uppsala, Schweden). Dazu wurden in die Vertiefungen der mit monoklonalen Antikorpern
mADb-4E6 versehenden Mikrotiterplatten 25 ul der Probe aufgetragen und 2 h bei Raumtemperatur
auf einem Plattenschiittler mit 100 pl Assay-Puffer inkubiert. Dabei bindet der monoklonale
Antikdrper mAb-4E6 das oxLDL. Die Bindung erfolgt am Apolipoprotein B100 Epitop, das als
Konsequenz der Aldehydsubstitution des Lysinrests des Apolipoprotein B100 entsteht. Nach
mehrmaligem Waschen der Mikrotiterplatte mit bidestillierten Wasser verdiinntem Waschpuffer
wurde 100 pl Peroxidase-konjugierte Antihuman-Apolipoprotein B-Antikorper in die Vertiefungen
der Mikrotiterplatte gegeben und 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Wahrend dessen bindet sich
der Peroxidase-konjugierte Antihuman-Apolipoprotein B-Antikdrper mit dem oxLDL. Nach einem
erneutem Waschvorgang mit Waschpuffer wurde das gebundenen Konjugat fiir die
spektralphotometrische Detektierung mit 200 pl 3,3°,5,5’-Tetramethylbenzidin versehen und
15 min bei Raumtemperatur stehen gelassen. Die Reaktion wurde durch Hinzugabe von
50 ul 0,5 M Schwefelsdure gestoppt. Die quantitative Bestimmung von oxLDL wurde anschlieBend
spektralphotometrisch bei 450 nm ermittelt. Der intra- and inter-assay Variationskoeffizient betrigt
jeweils 2,8 % and 7,3 %. [293, 296]

Oxidierte LDL-Antikdrper
Die Bestimmung der OLAB-Konzentration im Serum erfolgte mittels ELISA (OLAB, Biomedica,

Wien, Osterreich). Fiir die Analyse wurden die mit Kupfer-oxidierten LDL beschichteten
Mikrotiterstreifen mit 200 ul Verdiinnungspuffer benetzt und 20 pl der 1:5 verdiinnte Serumprobe
innerhalb von 15 min aufgetragen. Der Mikrotiterstreifen wurde abgedeckt bei 37 °C fiir 1,5 h
inkubiert. Anschliefend wurde der Inhalt der Vertiefungen verworfen und die Mikrotiterstreifen
mit 4 x 300 pul Waschpuffer gewaschen. Nach Hinzugabe von 100 pl des spezifischen Peroxidase-
konjugierter Antihuman-Immunglobulin G-Antikdrper wurden die Mikrotiterstreifen bedeckt bei
Raumtemperatur fiir 30 min inkubiert. Daran schlossen sich erneute Waschritte mit jeweils
300 ul Waschpuffer. Fiir die spektralphotometrische Analyse wurden die Mikrotiterstreifen mit
100 ul 3,3°,5,5’-Tetramethylbenzidin versehen und 15 min bei Raumtemperatur stehen gelassen.
Durch Hinzugabe von 50 ul 0,5 M Schwefelsdure wurde die Reaktion gestoppt. Die Messung der
Extinktion erfolgte bei 450 nm. Der intra- and inter-assay Variationskoeffizient betrigt jeweils
4,8 % und 7,9 %. [293]

Konjugierte Diene

Als weiterer Biomarker zur Bestimmung der Oxidation von LDL wurde die Bildung von CD in den
LDL-Partikeln spektralphotometrisch nach der Methode von Ahotupa et. al. [106] gemessen. Als
vorbereitenden Schritt fiir die Ausfallung der LDL-Partikel aus dem Serum wurden direkt nach der

Blutabnahme 4,5 ml Plasma mit 45 ul 18 mM Saccharoseldsung versetzt und anschlieBend bei
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-80 °C ecingefroren. Zur Analyse wurde 1 ml des mit Saccharose angereicherten Plasma mit
7 ml Heparin-Citrat-Puffer (0,064 M Trinatriumphosphat mit 50.000 U/l Heparin; pH adjustiert
auf 5,05 mittels 5 N Salzsdure) gemischt und die Suspension 10 min bei Raumtemperatur
stehengelassen. Die unléslichen Lipoproteine wurden 10 min bei 1.000 G zentrifugiert und das
Pellet in 0,1 M Natriumphosphatpuffer (pH 7,4; 0,9 % Natriumchlorid) aufgenommen [297]. Durch
eine anschliefende Ultrazentrifugierung erfolgte die Isolierung der LDL-Partikel [298]. Fiir die
Extraktion der Lipide aus den LDL wurde den isolierten Partikeln eine Chloroform-Methanol-
Losung (Verhéltnis 2:1) zugesetzt. Nach anschlieBender Trocknung unter Stickstoff wurde das
Pellet in Cyclohexan geldst und die Menge an konjugierten Dienen spektralphotometrisch bei
234 nm und 300 nm bestimmt. Die Absorptionseinheiten (A Az, - Azp) wurden auf Grundlage des
molekularen Extinktionskoeffizienten 2,95 x 10* M ¢cm™ in molare Einheiten umgerechnet. Die
Ermittlung der Konzentration der CD basierte auf der vorangegangenen Bestimmung der
Cholesterinkonzentration in den LDL-Partikeln. Der intra- und inter-assay Variationskoeffizient
betrigt 4,4 und 4,5 % [299].

F,-Isoprostane
Die Analyse der freien Fp-Isop im Plasma basierte auf der von Morrow & Roberts [300]

entwickelten Nachweismethode mittels Gaschromatographie/Massenspektrometrie. Dafiir wurde
die Plasmaprobe mit 1 M HCI auf einen pH von 3,0 angesduert und mit einer definierten Menge an
Deuterium(d4)-markierten F,-Isoprostanen ([?H,]8-iso-PGF,) als internem Standard versehen.
Anschlielend erfolgte in zwei Schritten die F,-Isop-Extraktion durch eine C;s- und eine
Kieselerde-Sep-Pak-Séule (Waters Associates, Milford, MA). Dazu wurde die Probe auf die mit
5 ml Ethanol und 5 ml Wasser vorkonditionierte C;s-Sep-Pak-Sdule gegeben und mit
10 ml Wasser und 10 ml Heptan gewaschen. Die Eluierung der F,-Isoprostane fand mittels
10 ml Ethylacetat/Heptan (50:50, v/v) statt. Das Eluat wurde anschlieBend unter wasserfreiem
Natriumsulfat getrocknet und auf die Kieselerde-Sep-Pak-Séule aufgetragen. Die Sdule wurde
durch 5 ml Ethylacetat gewaschen und die F,-Isop durch 5 ml Ethylacetat/Methanol
(50:50, v/v) eluiert. Das Eluat wurde unter Stickstoff vollstindig eingeengt. Anschlieend erfolgte
die Veresterung der F,-Isoprostane mit Pentaflurobenzyl durch Reaktion des getrockneten Eluats
mit 40 ul 10 % Pentoflurobenzylbromid in Acetonitril und 20 pl 10 % N,N-Diisopropylethylamin
in Acetonitril (Raumtemperatur, 30 min). Die Probe wurde unter Stickstoffbegasung getrocknet
und die Prozedur wiederholt. In der folgenden Diinnschichtchromatographie (Losungsmittel
Chloroform/Ethanol 93:7, v/v) erfuhr die Probe eine erneute Aufreinigung. Die F,-Isop migrieren
nahe den zusitzlich aufgetragenen Prostaglandin-F,-methylestern. Die entsprechende Bande wurde
aus dem Kieselerdegel abgetragen, die Probe mittels Ethylacetat extrahiert und unter Stickstoff
vollstandig eingeengt. Nach der Derivatisierung der F,-Isop zu Trimethylsilyletherderivat durch
20-miniitiger Inkubation bei 40 °C mit 20 pl N,O-Bis(trimethylsilyl)trifluroacetamid und
10 pl Dimethylformamid wurde die F,-Isoprostan-Konzentration mittels Gaschromatographie/
Massenspektrometrie mit Negativ-lonen chemischer Ionisation bestimmt. Grundlage der

Konzentrationsbestimmung war das Verhédltnis der Peakintensitit von F,-Isop (m/z 569) zum
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internen Standard (m/z 573). Der intra- und inter-assay Variationskoeffizient betrigt jeweils 9,0 %
[122].

Hydroxyfettsduren

Fiir die Bestimmung der Konzentration der OHFA im Plasma wurde zunéchst die Lipidfraktion
nach der von Folch et al. [301] beschriebenen Methode extrahiert. Die extrahierten Lipide wurden
in 1 ml Methanol/Toluol (1:1, v/v) mit 5 mg Platin als Katalysator geldst, 20 s mit Wasserstoff
begast und 15 min bei Raumtemperatur sowie anschlieBend 1 h bei 70 °C auf einen Magnetriihrer
gestellt. Durch die Hydrierung wurde das Risiko weiterer Oxidationsreaktionen wéhrend der
Aufarbeitung der Probe eliminiert. Daran schlossen sich die Schritte der Verseifung und
Methylierung. Dazu wurde zunéchst die Probe mit 2 ml 1 M Kaliumhydroxid in 95 % Methanol
versetzt und bei 80 °C 1 h erhitzt. Die Extraktion der OHFA erfolgte durch wiederholte Hinzugabe
von 4 ml Hexan/Ether (1:1, v/v), wobei die obere Schicht jeweils verworfen wurde. Die
Methylierung der eingeengten Probe fand durch Zugabe von 200 pl Diazomethan statt. Zur
Separation der hydroxylierten von den nicht hydroxylierten Fettsduren wurde die erneut eingeengte
Probe in 2 x 250 pl Hexan/Ethylacetat (95:5, v/v) gelost und auf eine mit 5 ml Hexan/Ethylacetat
(98:2 ,v/v) vorkonditionierte Cig-Festphasen-Minisdule (LC-Si SPE tubes, 3 ml, Supelco,
Bellefonte, PA) gegeben. Die nicht hydroxylierten Fettsduren wurden mit 5 ml Hexan/Ethylacetat
(95:5, v/v) eluiert und verworfen, wogegen OHFA mit 5 ml Hexan/Ethylacetat (80:20, v/v) eluiert,
gesammelt und das Losungsmittel entfernt wurde. Die Derivatisierung der Probe erfolgte durch
Methylierung der OH-Gruppen mit Tetramethylammoniumhydroxid. Dazu wurden die
aufgereinigten OHFA in 2 x 100 pl Methanol/Dichlormethan (1:1, v/v) gelost, das Losungsmittel
verdampft und erneut in 50 pl Methanol/Dichlormethan mit 0,5 % Tetramethylammoniumhydroxid
aufgenommen. Die Konzentration der OHFA im Plasma wurde anschlieBend mittels
Gaschromatographie/Elektronenstof3-lonisierung Massenspektrometrie bestimmt und als gesamt
C,5-OHFA berechnet [302]. Der intra- und inter-assay Variationskoeffizient betrigt jeweils 5,0 %
[122].

6.5.5.3 Endogene Antioxidantien
Glutathion-Peroxidase-Aktivtét

Die Analyse der GSH-Px-Aktivitdt im Plasma basiert auf folgender durch das Enzym katalysierter
Oxidation: ROOH + 2GSH - GSSG + ROH + H,0O

Bei der Nachweismethode handelte es sich um eine Modifizierung der Methode von Paglia &
Valentine [303]. Als Oxidationsmittel zur GSH-Oxidation fand Cumolhydroperoxid Verwendung
(Ransel RS 505, Randox Laboratories, Crumlin, UK). Die Messung erfolgte mittels des Cobas-
Mira-Plus-Autoanalyser bei 37 °C (Hoffmann-La Roche, Basel, Schweiz). Der intra- und inter-

assay Variationskoeffizient betragt jeweils 3,6 und 5,43 %. [294]
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Glutathion-Reduktase-Aktivitét

Die Grundlage zur Ermittlung der GSSG-Rd-Aktivitdt im Plasma bildet die durch das Enzym
katalysierte Reduktion von GSSG mit NADPH + H" zu 2 GSH und NADP" (Ransel GR 2368,
Randox Laboratorie) [304]. Dabei lisst das MaB der Umwandlung von NADPH+H" zu NADP"
einen Riickschluss auf die GSSG-Rd-Aktivitit zu. Die Konzentration von NADPH+H" in der
Probe wird photometrisch bei 340 - 400 nm [305] mittels Cobas-Mira-Plus-Autoanalyser

(Hoffmann-La Roche, Basel, Schweiz) bei 37 °C gemessen [304]. Der intra- und inter-assay
Variationskoeffizient betrigt jeweils 3,5 und 4,4 % [304].

Reduziertes Glutathion

Die Bestimmung der Konzentration des GSH im Vollblut wurde zur Proteinextraktion unmittelbar
nach der Blutabnahme 0,5 ml EDTA-Vollblut mit 0,5 ml 12 % Perchloridsiure,
2 mM Bathophenanthrolin-Disulfonsdure versetzt. Der nach der Zentrifugation (5 min bei 6.000 G)
entstandene Uberstand wurde bis zur Analyse bei -80 °C eingefroren. Der aufgetaute Uberstand
wurde mit 2 M Kaliumhydroxid und 0,3 M Morpholinopropan-Sulfonséure neutralisiert. Die
Analyse des GSH erfolgte anschlieBend mittels Hochleistungs-Fliissigkeits-Chromatographie.
[305]

Oxidiertes Glutathion
Fiir die exakte Analyse des Gehaltes an GSSG im Vollblut ist die Prophylaxe vor fortlaufender

Glutathion Autoxidation in der Probe relevant. Demzufolge wurde direkt nach der Blutabnahme
0,5 ml des EDTA-Vollblutes mit 40 mM N-Ethylmaleimid versetzt [305]. Zur Proteinextraktion
wurde zusétzlich 0,5 ml 12 % Perchloridsdure mit 2 mM Bathophenanthrolin-Disulfonséure
hinzugefiigt und die Probe 5 min bei 5.000 G zentrifugiert. Der siurehaltige Uberstand wurde bei
-80 °C bis zur finalen Analyse eingefroren. Der aufgetaute Uberstand wurde mit
50 ul 1 mM y-Glutamyl-Glutamat in 0,3 % Perchloridsdure versetzt und mit 2 M Kaliumhydroxid
und 0,3 M Morpholinopropan-Sulfonsdure auf einen pH-Wert von 8,0 bis 8,5 eingestellt. Danach
wurde die Probe 5 min bei 15.000 G zentrifugiert und 25 pl des Uberstandes mit
50 ul 1% 1-Fluoro-2,4-dinitrobenzen 45 min derivatisiert. Die Analyse erfolgte mittels
Hochleistungs-Fliissigkeits-Chromatographie mit den Losungsmitteln 80 % Methanol und
0,5 M Natriumacetat in 64 % Methanol als mobile Phase. Die detaillierte Methodenbeschreibung
wurde von Asensi et. al. publiziert [306, 307].

Paraoxonase-Aktivitit

Die Bestimmung der PON-Aktivitit beruht auf der Enzym katalysierten Hydrolyse von Paraoxon
zu p-Nitrophenol und Diethylphosphat. Die Enzymaktivitdt wurde anhand der Geschwindigkeit der
Bildung von p-Nitrophenol ermittelt. Die photometrisch Konzentrationsbestimmung von
p-Nitrophenol erfolgte bei 504 nm und 37 °C im Cobas-Mira-Plus-Autoanalyser (Hoffmann-La
Roche, Basel, Schweiz) in einer mit 5 mmol/l Paraoxon, 1,9 mmol/l Kalziumchlorid, 90 mmol/l

Tris-Hydrochlorid (pH 8,5) und 3,6 mmol/l Natriumchorid angereicherten Serumprobe. Der molare
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Extinktionskoeffizient von p-Nitrophenol betrégt 18053 mmol'x cm™ bei einem pH-Wert von 8,5.
Die PON-Aktivitdt von 1 U/l wird definiert als Bildung von 1 pmol p-Nitrophenol pro Minute.
[165, 308] Der intra- und inter-assay Variationskoeffizient betrdgt jeweils 0,78 % und 1,69 %
[293].

Superoxid-Dismutase-Aktivitit

Die SOD katalysiert die Reaktion von Superoxidanion zu Wasserstoffperoxid und Sauerstoff [309].
Als MaB fiir die Aktivitit der SOD in den Erythrozyten wurde nicht die Konzentration von
Superoxidanionen direkt bestimmt, sondern die Hemmungsrate der 2-(4-lodophenyl)-
3-(4-Nitrophenol)-5-Phenyltetrazoliumchlorid-Reduktion (Ransel RS 125, Randox Laboratories,
San Diego, CA, USA). Der intra- und inter-assay Variationskoeffizient betrdgt jeweils 4,74 und
5,64 %. [141, 293]

6.5.6 Urinuntersuchungen

Zu Baseline und jeweils zu Beginn und Ende der Olivendlverzehrsperioden wurden die Probanden
aufgefordert, iiber 24 Stunden ihren Urin zu sammeln. Die Studienteilnehmer sollten am ersten Tag
der Urinsammlung den Morgenurin noch verwerfen und die Sammlung erst mit der zweiten
Urinabgabe beginnen und dann jede weitere Probe im Behélter sammeln. Die letzte Urinprobe, die
in den Sammelbehilter gefiillt werden sollte, war der Morgenurin des nichsten Tages. Die
Probanden wurden angehalten den Urin erst in einen Messbecher abzugeben, das Volumen zu
bestimmen, im Urinprotokoll (siche Anhang 11.4) zu dokumentieren und dann erst in den
Sammelbehilter zu {iberfilhren. Dieses Verfahren diente der Kontrolle des spiter ermittelten
Gesamtvolumens des Urins. Die entsprechenden Materialien (Urinsammelbehilter, Messbecher)
wurden den Probanden vorher ausgehidndigt sowie eine genaue Anleitung und Tipps, um einem
versehentlichen Vergessen vorzubeugen (siche Anhang 11.4).

Der 24-h-Urin, welcher teilweise von den Probanden in mehreren Sammelbehiltern abgegeben
wurde, wurde zur Bestimmung des Gesamtvolumens in einem Messbecher zusammengefiihrt. Vor
der Aliquotierung wurde diese zusammengefiihrte Urinsammlung homogenisiert, um ein mdglichst
gut durchmischtes Aliquot zu erhalten. Dem Aliquot von 25 ml wurde 0,5 ml einer 0,5 M
Natriumbisulfit-Lésung zugesetzt und unverziiglich bei -80 °C bis zur Analyse eingefroren.
Alle vorbereitenden Schritte bis zum Einfrieren und Versand der Proben erfolgte in den beiden
Studienzentren. Die Analyse der phenolischen Marker wurden im Institut Municipal d Investigacio

Meédicia (Barcelona, Spanien) durchgefiihrt.

Gerite, Materialien und Chemikalien

Analysenwaage Sartorius, LP 5200 P, Géttingen, Deutschland

Natriumbisulfit Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
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6.5.6.1 Tyrosol, Hydroxytyrosol und 3-O-Methylhydroxytyrosol

Die Substanzen Tyrosol (T), Hydroxytyrosol (OHT) und 3-O-Methylhydroxytyrosol (MOHT)
wurden als phenolische Marker im 24-h-Urin gemessen. Fiir die Hydrolyse der phenolischen
Verbindungen im Urin zu ihren Aglykonen wurden die Proben mit 250 pl 6 N Salzséure fiir 20 min
bei 100 °C inkubiert. Durch Hinzugabe von 130 pl Natriumhydroxid wurde der pH-Wert
auf 3 - 3,5 ecingestellt. Fiir die Fliissig-Fliissig Extraktion wurden die Proben mit
6 ml Acetonitril/Ethylacetat (1:4) versehen und 30 min auf einem Riittler homogenisiert. Nach
5 miniitiger Zentrifugation bei 300 G wurde die organische Phase bei 25 °C unter Stickstoff bis zur
Trockene eingeengt. Die getrocknete Probe wurde mit 100 pl N-Methyl-N-
Trimethylsilyltrifluoroacetamid/Ammoniumjodid/2-Mercaptoethanol (1000:2:6, v/w/v) fiir 60 min
bei 60 °C derivatisiert. Der Nachweis der phenolischen Marker erfolgte mittels
Gaschromatographie/Massenspektrometrie (Hewlett-Packard, Palo Alto, USA), bestehend aus
einem HP5980 Gaschromatographen, HP5973 massenselektiven Detektor und HP7683 Injektor.
Der intra- und inter-assay Variationskoeffizient fiir Tyrosol, Hydroxytyrosol und
3-O-Methylhydroxytyrosol betrigt jeweils 4,7; 3,8; 1,3 % und 3,0; 6,0; 6,6 %. [242, 294].

6.6 Statistische Auswertung

Die Fallzahlabschéatzung fiir die Studie basierte auf den Ergebnissen zur Lipidperoxidation von
vorherigen klinischen Studien des Institut Municipal d Investigacié Medicia (Barcelona, Spanien),
welches ebenfalls im Projekt involviert war [310, 311]. Dabei wurde eine ausreichende statistische
Power (> 80%) fiir jedes einzelne Studienzentrum angenommen. Fiir eine mittlere Differenz
zwischen den Behandlungen von 25 £ 16 % betrug die Power 100 % bei einer Fallzahl von n = 30
pro Zentrum und einem o = 0,05 (geschitzte Differenz fiir raffiniertes vs. natives Olivendl). Fiir
eine mittlere Differenz zwischen den Behandlungen von 8 £ 14 % betrug die Power 84 % bei einer
Fallzahl von n = 30 pro Zentrum und einem o = 0,05 (geschéitzte Differenz fiir raffiniertes vs.
gemischtes Olivendl).

Bei der Uberpriifung der Normalverteilung der Daten mit dem Kolmogorov-Smirnov-Test zeigte
sich eine fehlende Normalvorteilung bei den meisten Variablen. Folglich wurde der Datensatz
logarithmiert, um eine Annidherung an die Normalverteilung zu erhalten. Die logarithmierten Daten
bildeten die Grundlage fiir alle Signifikanztests. Die dargestellten Parameter werden als
geometrischer Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes (SEM) oder untere und obere Grenze
des SEM angegeben, sofern im Text nicht anders vermerkt. Die Variablen der
soziodemographischen Parameter und der Familienanamnese werden in prozentualen
Héufigkeitsverteilungen aufgefiihrt. Anhand der univariaten Varianzanalyse (ANOVA) wurden die
Unterschiede zwischen den randomisierten Olivendlverzehrsgruppen zur Baseline ermittelt. Die
Untersuchung von signifikanten Unterschieden zwischen den Verzehrsgruppen bei der
Haufigkeitsverteilungen der soziodemographischen Variablen und der Familienanamnese erfolgte
mittels exaktem Test nach Fisher. Die Berechnung des Korrelationskoeftizienten nach Pearson

zwischen Energiezufuhr und -verbrauch bildete die Grundlage fiir die Validierung der
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Erndhrungserhebung durch das 3-Tage-Erndhrungsprotokoll anhand des 7-Tage-Aktivitéts-
protokolls. Der Student’s t-Test fiir gepaarte Stichproben fand im Mittelwertsvergleich der renalen
Ausscheidung der phenolischen Marker zwischen Beginn und Ende der jeweiligen
Olivendlverzehrsperiode Anwendung. Mit Hilfe des gemischte linearen Modells wurden
signifikante Verdnderungen im Verlauf der Studie (Interventionseffekt), Unterschiede vor und nach
Olivenodlverzehr (Olivenoleffekt) und Unterschiede im Phenolgehalt der drei Olivendle bestimmt
(Phenoleffekt). Die Analysen beruhen auf der Berechnung der jeweiligen Differenzen. Demnach
bildeten fiir die Analyse des Interventionseffektes die Differenzen von den Erhebungszeitpunkten
tl bis t6 zur Baseline (t0) und fiir den Olivendleffekt die Differenz von Beginn und Ende der
Run in-Phase (A . ) und der Differenz von Beginn und Ende des Verzehrs von raffiniertem
Olivendl die Grundlage. Die Berechnung des Phenoleffektes basiert auf der Differenzenbildung
zwischen den Anfangs- und Endwerten des raffiniertem, gemischten und nativen Olivendlverzehrs.
Aufgrund der nur viermaligen Erhebung des Erndhrungsverhaltens beruht die Analyse des
Olivenoleffektes nicht auf dem Vergleich der Verdnderungen, sondern auf dem der Absolutwerte.
Unabhingig von der Fragestellung wurde im gemischten linearen Modell als Kovariate der
jeweilige Baselinewert, das Alter sowie die Differenz der Fettzufuhr und als fester Faktor die
Olivendlverzehrsreihenfolge festgelegt. Bei den Erndhrungsparametern erfolgte grundsétzlich keine
Adjustierung fiir die Differenz der Fettzufuhr und zusétzlich bei der Ermittlung des
Olivenoleffektes keine Adjustierung fiir die Baselinewerte. Als fester Faktor bei der Analyse des
Interventionseffektes kam die Variable Zeit, beim Olivendleffekt die Variable Treatment und beim
Phenoleffekt die Variable Olivendlsorte hinzu. Die Probandennummer wurde als zufélliger Faktor
in die Auswertung integriert, um die Ergebnisse fiir alle Probanden zu generalisieren. Aufler dem
gemischten linearen Modell, welches mittels SAS 8.0 (SAS Institute Inc., Cary, NC) berechnet
wurde, erfolgte die statistische Auswertung mit dem Softwarepaket SPSS 11.5 (SPSS Inc.,
Chicago, IL). Fiir alle verwendeten statistischen Tests wurde ein zweiseitiges Signifikanzniveau

von p < 0,05 festgelegt.



ERGEBNISSE 56

7 ERGEBNISSE
7.1 Veranderungen im Stichprobenumfang

Aufgrund von Zeitungsanzeigen und Flyern bekundeten insgesamt 193 Méinner Interesse an der
Studienteilnahme. Von diesen sandten 16 Personen den Fragebogen zur Abklirung weiterer
Ausschlusskriterien (siche Anhang 11.4) nicht zuriick und 18 waren nicht mehr bereit, an der
Studie teilzunehmen. Weitere 57 Interessenten erfiillten anhand der Fragebogenauswertung die
Einschlusskriterien fiir die Studie nicht. Von den zum Screening eingeladenen Probanden (n = 102)
wurden 28 ausgeschlossen, weil sie entweder Ausschlusskriterien aufwiesen (n = 24) oder nach
dem Screening nicht mehr bereit waren, an der Studie teilzunehmen (n = 4). Insgesamt konnten
74 Miénner den jeweiligen Olivendlverzehrsreihenfolgen randomisiert zugeordnet werden und die
Studie beginnen. Im Verlauf der Studie wurden vier Probanden ausgeschlossen. Von diesen zeigte
ein Teilnehmer eine mangelnde Compliance und drei konnten nicht alle Blutabnahmetermine im
Studienzentrum wahrnehmen. Insgesamt haben 70 Probanden die Studie beendet, deren Daten zur
Auswertung zur Verfliigung standen. Die Verdnderungen im Stichprobenumfang im Studien-

zeitraum sind in Abbildung 7.1 veranschaulicht.

Rekrutierung
n=193

J/ﬁ Ausschluss n=91

Screening
n=102

J/H Ausschluss n =28

Randomisierung
n="74

— Drop Outs n=4

Abschluss der Studie

n=70
Folge 1 Folge 2 Folge 3
n=23 n=25 n=22

Abb. 7.1: Veridnderungen im Stichprobenumfang wihrend des Studienzeitraumes;
Verzehrsfolge 1: nativ - gemischt - raffiniert; Verzehrsfolge 2: gemischt - raffiniert - nativ; Verzehrsfolge 3:
raffiniert - nativ - gemischt
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7.2 Charakterisierung der Probanden

Das Ausscheiden einiger Probanden im Verlauf der Studie hatte keinen signifikanten Einfluss auf
die Charakteristika der Gesamtpopulation und der einzelnen Verzehrsgruppen. Die Tabelle 7.1 gibt
die anthropometrischen Parameter, Blutdruckwerte und die biochemischen Blutparameter zu
Baseline fiir die Gesamtpopulation und vergleichend fiir die drei Gruppen der jeweiligen
Olivenoélverzehrsreihenfolge wider. Die drei randomisierten Verzehrsgruppen unterschieden sich
beziiglich der aufgefiihrten Parameter zu Baseline nicht signifikant voneinander. Anhand des
mittleren BMI konnte die Studienpopulation als normalgewichtig eingestuft werden [312]. Auch
der mittlere THQ und Blutdruck sowie die biochemischen Blutparameter befanden sich im
Referenzbereich. Lediglich HDL-Cholesterin lag mit 1,32 mmol/l geringfiigig unter dem
angegeben Grenzwert. [313]

Tab. 7.1: Charakteristika der Studienpopulation, gesamt und aufgeteilt nach der Verzehrs-
reihenfolge der Olivendle

Verzehrsreihenfolge der Olivendle

Parameter Folge 1 Folge 2 Folge 3 (Grleia;g;
(n=23) (n=25) (n=22)
Alter (Jahre) 33 (31; 36) 35(33;37) 31 (29; 33) 33 (32; 34)

Anthropometrie

Korpergewicht (kg) 76,4 (74,3; 78,7) 77,0 (75,3; 78,7) 75,6 (72.,9; 78,3) 76,4 (75,1; 77,6)
KorpergroBe (m) 1,91 (1,89; 1,93) 1,90 (1,89; 1,92) 1,88 (1,87; 1,90) 1,90 (1,89; 1,91)
BMI (kg/m?) 23,3 (22,8; 23,9) 23,8 (23,4; 24,3) 23,9 (23,1; 24,6) 23,7 (23,3; 24,0)
THQ 0,98 (0,97; 0,99) 0,99 (0,98; 1,01) 0,98 (0,97; 0,99) 0,99 (0,98; 0,99)
Blutdruck

SBD (mmHg) 123 (120; 126) 123 (121; 126) 123 (120; 126) 123 (122; 125)
DBD (mmHg) 79 (77, 80) 78 (77; 80) 78 (77; 80) 78 (78; 79)

Biochemische Blutparameter

tChol (mmol/I)
HDL-C (mmol/I)
LDL-C (mmol/l)
TG (mmol/l)
Glu (mmol/1)

4,90 (4,67; 5,14)
1,32 (1,27; 1,38)
3,03 (2,92; 3,14)
0,99 (0,92; 1,06)
4,64 (4,56; 4,73)

4,94 (4,76; 5,12)
1,32 (1,26; 1,37)
3,08 (2,97; 3,19)
0,98 (0,93; 1,04)
4,94 (4,82; 5,06)

4,54 (4,38; 4,70)
1,40 (1,34; 1,46)
2,83 (2,71; 2,95)
1,01 (0,94; 1,09)
4,84 (4,73; 4,95)

4,80 (4,69; 4,91)
1,34 (1,31; 1,38)
3,09 (2,99; 3,20)
0,99 (0,96; 1,03)
4,81 (4,75; 4,87)

Angaben als geometrischer Mittelwert und SEM (untere;

obere Grenze),

keine signifikanten

Gruppenunterschiede mittels einfaktorieller ANOVA; BMI - Body Mass Index; THQ - Taille-Hiifte-
Quotient; SBD - systolischer Blutdruck; DBD - diastolischer Blutdruck, tChol - Gesamtcholesterin,
HDL-C - HDL-Cholesterin, LDL-C - LDL-Cholesterin, TG - Triglyzeride, Glu - Glukose; Verzehrsfolge 1:
nativ - gemischt - raffiniert; Verzehrsfolge 2: gemischt - raffiniert - nativ; Verzehrsfolge 3: raffiniert - nativ -
gemischt

In der nachfolgenden Tabelle 7.2 sind die soziodemographischen Merkmale und die

Familienanamnese der Studienpopulation vergleichend mit den drei randomisierten
Verzehrsgruppen aufgefiihrt. An der Studie nahmen vorwiegend ledige (58,6 %) und verheiratete
(34,3 %) Maénner teil. Fast drei viertel der Probanden gaben als hochsten Ausbildungsgrad eine
abgeschlossene Schulausbildung an. Eine abgeschlossene Berufsausbildung hatten 30 % der
Befragten. Diabetes mellitus, Hypertonie, Hyperlipiddmie und koronare Herzerkrankungen kamen

zwischen 21 und 33 % in der familidren Krankengeschichte der Studienteilnehmer vor. Die drei



ERGEBNISSE 58

randomisierten Verzehrsgruppen unterschieden sich auch bei diesen Parametern nicht signifikant

voneinander.

Tab. 7.2:  Soziodemographische Merkmale und Familienanamnese der Studienpopulation, gesamt
und aufgeteilt nach der Verzehrsreihenfolge der Olivendle

Verzehrsreihenfolge der Olivendle

Parameter Folge 1 Folge 2 Folge 3 geia;gi
(n=23) (n=25) (n=22)

Familienstand
ledig 60,9 44,0 72,7 58,6
verheiratet 30,4 44,0 27,3 34,3
getrennt lebend/ 8.7 12,0 0.0 7.1
geschieden
verwitwet 0,0 0,0 0,0 0,0
Ausbildung
Studium / Lehre 30,4 32,0 27,3 30,0
Abitur 60,9 36,0 45,5 47,1
Realschulabschluss 8,7 32,0 27,3 22,9
Hauptschulabschluss 0,0 0,0 0,0 0,0
Familienanamnese
Diabetes mellitus 26,1 32,0 22,7 27,1
Hypertonie 39,1 28,0 31,8 32,9
Hyperlipiddmie 30,4 16,7 18,2 21,7
koronare
Herzerkrankungen s AL 126 2l

Angaben in %; keine signifikanten Gruppenunterschiede mittels exaktem Test nach Fisher;
Verzehrsfolge 1: nativ - gemischt - raffiniert; Verzehrsfolge 2: gemischt - raffiniert - nativ; Verzehrsfolge 3:
raffiniert - nativ - gemischt

7.3 Olivenolverzehrsverhalten

Zum Studienende wurde ein Teil der Probanden (n = 38) zu ihren Verzehrsgewohnheiten beziiglich
Olivendl befragt. Vor Beginn der Studie hatten 84,2 % der Befragten bereits Olivendl konsumiert.
Von diesen verwendete die Mehrheit (93,9 %) Olivendl im eigenen Haushalt. Nach Ablauf der
Interventionsstudie konnten sich insgesamt 89,5 % der Teilnehmer vorstellen, Olivendl zukiinftig
fiir ihren Eigenverbrauch zu kaufen. Deren Kaufentscheidung wiirde zu 82,4 % auf natives und
extra natives Olivendl und zu 17,6 % auf raffiniertes Olivenol fallen. Bei der Frage nach
der bevorzugten Geschmacksrichtung

gaben mehr als ein Drittel (37,2 %)

der Probaden einen ,milden Oliven- herb/bitter | | 2.7 %

. ig 8,1%
geschmack® an (Abb. 7.2). Zusitzlich nussig JE]
. . fruchtig - \ 21,6 %
wurden die Geschmacksrichtungen . .
kréftiger Olivengeschmack - 16,2 %
LHfruchtig® mit 21,6% und ,kréftiger

milder Olivengeschmack - 37,8 %

Olivengeschmack® mit 16,2 % geschmacksneutral - 8,1%

préaferiert. Weniger beliebt waren ‘ ‘ '

0 10 20 30 40
Olivendle, die als ,geschmacks-
neutral“ (8,1 %), ,nussig® (8,1 %)

oder ,,herb/bitter* empfunden werden.

Angaben in %

Abb. 7.2: Wichtung der Geschmackskriterien des
Olivendles
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7.4 Validierung der Erndhrungserhebung anhand einer Subpopulation

Zu den gleichen Erhebungszeitpunkten wie das Emihrungsprotokoll wurde von einer
Subpopulation (n = 38) ein 7-Tage-Aktivitdtsprotokoll gefiihrt. Das prospektive 7-Tage-
Aktivitédtsprotokoll, welches gegen den Energieverbrauch gemessen mit doppelt stabil markiertem
Wasser validiert worden war [291], sollte Aufschluss iiber die Validitdt des Erndhrungsprotokolls
geben. Bis auf wenige fehlende oder doppelte Kreuze, die mit einer festgesetzten MET-Intensitat
von 1,5 in die Berechnung eingingen (siche Kapitel 6.5.4.2), wurden die Aktivitétsprotokolle
sorgfiltig ausgefiillt. Die durchschnittliche Energieaufnahme dieser Subpopulation betrug
2803 + 692 kcal/d® und der durchschnittliche Energieverbrauch 3131 + 634 kcal/d’. Zwischen
beiden Parametern wurde eine Korrelation von r = 0,444 festgestellt (p < 0,001), welche in
Abbildung 7.3. illustriert ist. Die durchschnittliche Differenz von Energieaufnahme und -verbrauch
entsprach -328 + 699 kcal® (p < 0,001, Abb. 7.4). Diese negative Differenz lisst auf eine leichte
Unterschiatzung im Erndhrungsprotokoll im Vergleich zum Aktivitédtsprotokoll schlieBen. Das Alter
der Probanden hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Differenz zwischen Energieaufnahme
und Energieverbrauch. Eine negative Assoziation wurde zwischen dem BMI und der Differenz von
Energieaufnahme und -verbrauch beobachtet (r = -0,526; p < 0,001), was auf eine zunechmende

Unterschétzung der Erndhrungserfassung mit steigendem BMI hinweist.
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o (@]
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1000 - o 505 N +1,96 SD
4000 - o O
= os) O(%OQ)o o8 g o
g o B L o =
5 — = Z@ L MW
=, 3000 o o O)%oooooooooo
i & 0% o o
w o -1000 - © oW, 500 00 S
< ° g)o e o
MW
S
2000 -1,96 SD
-2000 4 o
1000 ; r ; -3000 T T T
1000 2000 3000 4000 5000 1000 2000 3000 4000 5000
El [kcal] MW (El, EE) [kcal]

Abb. 7.3: Korrelation zwischen Energie- Abb. 7.4: Bland-Altman Plot [314]: Differenz
aufnahme (EI) und Energieverbrauch (EE);  zwischen Energicaufnahme (EI) und Energie-

Korrelationskoeffizient nach Pearson  verbrauch (EE) aufgetragen gegen den Mittel-
r=0,444; p < 0,001 wert beider Erhebungen; p < 0,001 zum
Testwert 0

* Angaben als Mittelwert + Standardabweichung
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7.5 Ausscheidung phenolischer Marker im Urin und Compliancemessung

Die Messung der phenolischen Verbindungen Tyrosol (T), Hydroxytyrosol (OHT) und
3-O-Methylhydroxytyrosol (MOHT) im 24-h-Urin erfolgte zu Baseline und jeweils zu Beginn und
Ende jeder Olivendlverzehrsperiode. Die basale Phenolexkretion ermoglicht die Abschidtzung der
Aufnahme phenolischer Verbindungen iiber die habituelle Erndhrung, wohingegen die
Urinanalysen vor und nach Olivendlverzehr die Beurteilung der Compliance der Probanden

wihrend der Studie zulésst.

Zu Beginn der Studie unterschieden sich die randomisierten Verzehrsgruppen in der renalen
Ausscheidung von T und MOHT nicht voneinander (jeweils p > 0,05). Nur die Exkretion von OHT
in der Gruppe mit der Verzehrsreihenfolge 3 (raffiniert - nativ - gemischt) war signifikant geringer
als in den beiden anderen randomisierten Gruppen (Folge 1 vs. 2 vs. 3: 91,0 [71,6; 115,7] vs.
93,6 [75,9; 115,5) vs. 44,6 [39,1; 51,0] pg/24-h-Urin, p = 0,025).

Die basale Exkretion fiir T, OHT und MOHT betrug jeweils 58,7 (51,4; 67,0); 74,6 (65,9; 84,4)
und 14,8 (13,0; 16,8) ug/24-h-Urin. Mit zunehmendem Gehalt an phenolischen Verbindungen im
Olivenol stieg die Ausscheidungsrate von T, OHT und MOHT fiber den Urin signifikant an
(Prrend < 0,001; Abb. 7.5). Nach dem Verzehr des anndhernd phenolfreien raffinierten Olivendles
zeigte sich bei der renalen Exkretion von T, OHT und MOHT im Vergleich zum Beginn des
dreiwdchigen Verzehrs keine Verinderung (p > 0,05%). Durch den Konsum des gemischten
Olivendles mit mittlerem Phenolgehalt erhohte sich die Ausscheidung von T und MOHT um das
2%s-fache (p < 0,001%) und um das 4'4-fache die OHT-Exkretion (p < 0,001%). Auch nach dem
Verzehr des phenolreichen nativen Olivenodles konnte ein signifikanter Anstieg der renalen
Ausscheidung der phenolischen Marker T, OHT und MOHT (jeweils p < 0,001*) nachgewiesen
werden. Bei T und MOHT handelte es sich um eine 5-fache und bei OHT um eine 8's-fache
Erhohung. Anhand der unteren und oberen Grenze des Standardfehlers des Mittelwertes ist eine
groBBe interindividuelle Schwankungsbreite bei der renalen Exkretion der phenolischen Marker
ersichtlich. Eine detaillierte Auflistung aller Messwerte findet sich in der Tabelle 11.1 im
Anhang 11.6.

* mittels Student’s t-Test fiir gepaarte Stichproben
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Abb. 7.5: Absolute Veranderungen der renalen Exkretion der phenolischen Marker Tyrosol (T),
Hydroxytyrosol (OHT), 3-O-Methylhydroxytyrosol (MOHT) nach Verzehr von raffiniertem,
gemischtem und nativem Olivenol;

Angaben als geometrischer Mittelwert und SEM; Test auf signifikanten Trend mittels gemischtem linearen
Modell mit Baselinewert, Alter und Fettdifferenz als Kovariate, Olivendlverzehrsreihenfolge und
Olivenolsorte als fester Faktor sowie Probandennummer als zufdlliger Faktor, ***pre,q < 0,001

7.6  Anthropometrische Daten und Gelegenheitsblutdruckmessung

Interventionseffekt

Bei der Analyse des Interventionseffektes wurde iiberpriift, ob sich in der Gesamtpopulation
(n=70) im Verlauf der Studiendurchfiihrung die erhobenen Parameter unabhéngig von der Art des
verabreichten Olivendles verdnderten. Grundlage fiir die Ermittlung einer tendenziellen
Verdanderung tiiber den Studienverlauf hinweg war der Vergleich der Differenzen der
Erhebungszeitpunkte in chronologischer Reihenfolge (t1 bis t6) zu Baseline (t0) (vgl. Abb. 6.1 in
Kapitel 6.3). Zur Vervollstindigung der nachfolgenden Ausfiihrungen sind in der Tabelle 11.2 im
Anhang 11.6 alle Messwerte aufgelistet.

Die anthropometrischen Werte Gewicht und BMI zeigten von Beginn bis Ende der Studie keine
Veranderung. Dagegen wurde beim Gelegenheitsblutdruck eine tendenziell signifikante
Erniedrigung iiber den Studienverlauf eruiert. So sank der systolische Blutdruck von
123 (122; 125) auf 119 (117; 121) mmHg (pPrrena < 0,001) und der diastolische Blutdruck von
78 (78; 79) auf 76 (75; 76) mmHg (Prrena < 0,001).
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Olivenoleffekt

Der Olivendleffekt gibt wider, inwieweit sich durch den Verzehr von Olivendl, unabhidngig vom
Gehalt an phenolischen Verbindungen, bei den zu untersuchenden Parametern Unterschiede im
Vergleich zum Nicht-Verzehr aufzeigen lassen. Fiir die Analyse wurde die Verdnderung in der Run
in-Phase (A . ), als Nicht-Olivendlverzehrsperiode, mit der Verdnderung der Verzehrsphase des

anndhernd phenolfreien raffinierten Olivendles verglichen.

Der Vergleich der Differenzen von Beginn und Ende der Verzehrsperioden mit und ohne Olivenol
zeigte bei den anthropometrischen Parametern Gewicht und BMI sowie bei der
Gelegenheitsblutdruckmessung keinen signifikanten Unterschied. Die Ausgangs- und Endwerte

beider Verzehrsphasen der jeweiligen Parameter sind in der Tabelle 7.3 zusammengefasst.

Tab. 7.3: Gewicht, Body Mass Index und Gelegenheitsblutdruck zu Beginn und Ende der
Verzehrsphasen mit und ohne Olivendl

kein Olivenol Olivenol
Parameter p
pre post pre post
Gewicht (kg) 76,4 (75,1;77,6) 76,6 (75,4;77,9) 76,8 (75,5;78,0) 76,6 (75,4;77,9) 0,153
BMI (kg/m?) 23,7(23,3;24,0) 23,7(23.4;24,1) 23,8(23,5;24,1) 23,8(23.4;24,1) 0,150

SBD (mmHg) 123 (122;125)  122(120;123)  121(119;123)  120(118;122) 0,962
DBD (mmHg) 78 (78; 79) 78 (78; 79) 77 (76; 78) 76 (76; 77) 0,666

Angaben als geometrischer Mittelwert und SEM (untere; obere Grenze); Test auf signifikante
Gruppenunterschiede mittels gemischtem linearen Modell mit Baselinewert, Alter und Fettdifferenz als
Kovariate, Olivenolverzehrsreihenfolge und Treatment als feste Faktoren sowie Probandennummer als
zufilliger Faktor; BMI - Body Mass Index, SBP - systolischer Blutdruck, DBP - diastolischer Blutdruck

Phenoleffekt

Die folgende Auswertung untersuchte den Einfluss der phenolischen Komponenten aus dem
Olivendl auf die ausgewdhlten Parameter. Grundlage dieser Analyse war der Vergleich der
Differenzen zwischen Beginn und Ende der Verzehrsperioden mit raffiniertem, gemischtem und

nativem Olivendl. In Abhéngigkeit vom Phenolgehalt der Olivendle wurde ein pryenq ermittelt.

In den drei Olivendlverzehrsperioden gab es keine signifikante Verdnderung des Korpergewichtes,
des BMI sowie der Werte der Gelegenheitsblutdruckmessung in Abhéngigkeit vom Gehalt an
phenolischen Verbindungen. Die nachfolgende Tabelle 7.4 gibt einen detaillierten Uberblick iiber

die Anfangs- und Endmesswerte der drei Olivendlinterventionsperioden.
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Tab. 7.4: Gewicht, Body Mass Index und Gelegenheitsblutdruck zu Beginn und Ende des
Verzehrs von raffiniertem, gemischtem und nativem Olivenol

Para- Raffiniert Gemischt Nativ

meter pre post pre post pre post Pricens
Gewicht 76,8 76,6 76,7 77,0 76,8 76,7 0.854
(kg) (75,5, 78,0)  (75,4;77,9) (75,5;78,0) (75.6;78,3) (75,6;78,1) (75,5, 78,0)
BMI 23,8 23,8 23,8 23,9 23,8 23,6 0.855
(kg/m?)  (23,5,24,1) (23,4;24,1) (23,5;24,1) (23,6;24.2) (23,5;24,1) (23.5;24,1)
SBD 121 120 120 121 121 120 0.642
(mmHg) (119;123)  (118;122)  (119;122)  (119;122)  (119;122)  (118;122) =
DBD ) ) : : : )
omig 77678 7677677 77(76,78)  77(76,77)  77(76;78)  76(75;77) 0,887

Angaben als geometrischer Mittelwert und SEM (untere; obere Grenze); Test auf signifikanten Trend bzgl.
der Phenolkonzentration der Olivendle mittels gemischtem linearen Modell mit Baselinewert, Alter und
Fettdifferenz als Kovariate, Olivendlverzehrsreihenfolge und Olivendlsorte als feste Faktoren sowie
Probandennummer als zufdlliger Faktor; BMI - Body Mass Index; SBD - systolischer Blutdruck;
DBD - diastolischer Blutdruck

7.7 Energie- und Nahrstoffaufnahme

Interventionseffekt

Die Auswertung des Erndhrungsverhaltens iiber den Studienverlauf hinweg basierte auf dem
Vergleich der Differenzen der vier Erhebungszeitpunkte in chronologischer Reihenfolge (t2, t4, t6)
zu Baseline (t0). Eine Zusammenstellung aller Messwerte in chronologischer Reihenfolge ist im
Anhang 11.6 in der Tabelle 11.3 gegeben.

Die Energiezufuhr blieb iiber die vier Erhebungszeitpunkte weitestgehend konstant. Ebenfalls
konnte bei der Aufnahme der Hauptnihrstoffe Kohlenhydrate, Fett und Protein keine Verdnderung
beobachtet werden. Dabei machten die Kohlenhydrate den grofBiten Anteil der Hauptnahrstoffe aus
(Abb. 7.6).

Die Zufuhr von gesittigten Fettsduren (SFA), einfach ungesittigten Fettsduren (MUFA), mehrfach
ungesittigten Fettsduren (PUFA) und Olsidure bezogen auf den Gesamtfettverzehr in
chronologischer Reihenfolge ist in Abbildung 7.7 zu sehen. Diese lésst deutlich die Verschiebung
der Anteile zwischen SFA und MUFA in der Emdhrung zu Baseline (t0) und in den drei
Olivenodlverzehrsperioden erkennen (t2, t4, t6). Die Zufuhr von SFA als dominierende Fettsdure zu
Baseline sank im Verlauf der Studie (prend = 0,006). Dagegen iiberwog in den Interventionswochen
mit Olivendlverzehr der Anteil von MUFA in der Gesamtfettzufuhr (prrend = 0,027). Bei der PUFA-
Aufnahme iiber die Nahrung wurde im Studienverlauf keine Verdnderung eruiert. Die
Olsdurezufuhr als dominierende MUFA im Olivendl verhielt sich analog der Gesamt-MUFA-
Aufnahme, wobei diese keinen signifikanten Trend im Studienverlauf aufwies.

Beim Cholesterin sowie den Vitaminen A, C, Bj, und Folsdure konnten keine

Zufuhrveranderungen wahrend der Studie dokumentiert werden. AusschlieBlich Vitamine E und Bg
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verzeichneten vom Zeitpunkt t0 bis t6 eine signifikante Zunahme (jeweils prena = 0,007;

pTrend = 03021)
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Abb. 7.6: Zufuhr von Kohlenhydraten, Fett
und Protein im Studienverlauf;

Angaben als geometrischer Mittelwert + SEM;
Test auf signifikanten Trend mittels gemischtem
linearen Modell mit Baselinewert und Alter als
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Abb. 7.7: Zufuhr von SFA, MUFA, PUFA

und Olséure im Studienverlauf:
Angaben als geometrischer Mittelwert = SEM;
Test auf signifikanten Trend wie in Abb. 7.6
beschrieben; **p < 0,01; *p < 0,05

Kovariate, Olivenolverzehrsreihenfolge und Zeit
als feste Faktoren sowie Probandennummer als
zufalliger Faktor; pryeng > 0,05

Beim Erndhrungsverhalten bzw. der Energie- und Néhrstoffzufuhr der Probanden ist zu Baseline
zwischen den randomisierten Gruppen der drei Verzehrsreihenfolgen kein

Unterschied zu beobachten (p > 0,05°).

signifikanter

Olivenoleffekt

Aufgrund der nur viermaligen Erhebungszeitpunkte der Erndhrung erfolgte die Ermittlung des
Olivenoleinflusses nicht basierend auf den Differenzen, so wie das fiir die anthropometrischen
Parameter, Gelegenheitsblutdruck, Lipidperoxidation und endogene Antioxidantien gilt, sondern
auf den Absolutwerten zu Baseline (t0) und nach Verzehr des raffinierten Olivendles. Eine
vollstdndige Aufstellung aller nachfolgend beschriebenen Daten ist in der Tabelle 11.4 im Anhang
11.6 einzusehen.

In den zwei Verzehrsperioden ohne und mit Olivendl unterschied sich die Energiezufuhr nicht
signifikant voneinander (Abb. 7.8). Die Fettaufnahme war im Zeitraum ohne Olivendlkonsum

geringer als in der Phase mit raffiniertem Olivendl (p = 0,004). Im Gegensatz dazu war die Zufuhr

3 mittels einfaktorieller ANOVA
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an Kohlenhydraten und Proteinen in der Periode ohne Olivenélverzehr hoher (p = 0,032 und
p = 0,026). Im Kontrollzeitraum machte SFA den dominierenden Anteil an der Gesamtfettzufuhr
aus, wohingegen MUFA in der Olivendlverzehrsperiode den grofiten Anteil einnahm (Abb. 7.9).
Die Zufuhr von SFA war zum Kontrollzeitpunkt (t0) mit 45,9 (45,1; 46,8) Fett-% signifikant hoher
als in der Periode mit Olivendlkonsum (37,8 [37,0; 38,6] Fett-%; p < 0,001). Im Gegensatz dazu
war die MUFA-Zufuhr in der Verzehrsperiode ohne Olivendl signifikant niedriger als in der Phase
mit Olivenol (ohne vs. mit: 37,4 (36,9; 37.,9) vs. 47,2 (46,6; 47,9) Fett-%; p < 0,001). Dies konnte
ebenfalls bei der Olsiure beobachtet werden (ohne vs. mit: 30,7 (29,6; 31,9) vs. 39,7 (39,1; 40,4)

Fett-%; p < 0,001). Der Anteil von PUFA am Gesamtfettverzehr erwies sich als unabhéngig vom

Olivenolkonsum.
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Abb. 7.8:  Aufnahme von Kohlenhydraten, ~ Abb. 7.9:  Aufnahme von SFA, MUFA,
Fett und Protein in den Phasen mit und ohne ~ PUFA und Olsédure in den Phasen mit und
Olivendlverzehr; ohne Olivendlverzehr;

Angaben als geometrischer Mittelwert und SEM;  Angaben als geometrischer Mittelwert und SEM;
Test auf signifikante Gruppenunterschiede mittels ~ Test auf signifikante Gruppenunterschiede wie in
gemischtem linearen Modell mit Alter als  Abb. 7.8 beschrieben; ***p < 0,001

Kovariate,  Olivendlverzehrsreihenfolge  und

Treatment als feste Faktoren sowie Probanden-

nummer als zufdlliger Faktor; *p < 0,05,

*xxp < 0,001

Beim Cholesterin zeigte sich nach raffiniertem Olivendlkonsum eine niedrigere Aufnahme als in
der Phase ohne Olivendlkonsum (ohne vs. mit: 322 [303; 342] vs. 279 [261; 298] mg; p = 0,032).
Die Vitaminzufuhr wurde nicht mafigeblich vom Olivendlverzehr beeinflusst. Lediglich die
Aufnahme von Vitamin E ist in der Periode mit raffiniertem Olivendlkonsum héher als in dem
Verzehrszeitraum, in dem kein Olivendl gegessen wurde (ohne vs. mit: 9,4 [8,9; 9,9] vs.
11,6 [11,1; 12,1] mg; p < 0,001).
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Phenoleffekt

Die Ermittlung des Einflusses der phenolischen Komponenten basiert auf dem Vergleich der
Differenzen zwischen Baseline (t0) und den Erhebungszeitpunkten am Ende des raffinierten,
gemischten und nativen Olivendlverzehrs. In Abhéngigkeit vom Phenolgehalt der Olivendle wurde

€N Prrend Srmittelt.

Wie aus der Tabelle 7.5 deutlich wird, war die Energiecaufnahme der Probanden in den drei
Interventionsphasen mit raffiniertem, gemischtem und nativem Olivendl nicht signifikant
der Kohlenhydrat-

Interventionsphasen keine Verdnderung. Jedoch variiert die Energiezufuhr iiber die Proteine

verschieden. Ebenso zeigte sich bei und Fettzufuhr zwischen den
signifikant zwischen den Verzehrszeitrdumen (prrend = 0,036; Abb. 7.10). Die Fettsdurekomposition
in der Erndhrung wies keine Verdnderung in Abhidngigkeit vom Phenolgehalt der verzehrten
Olivendle auf. Die Aufnahme von Olsiure war zu Baseline geringer als in den
Interventionsperioden. Es zeigte sich allerdings kein Zusammenhang zum Phenolgehalt der
verzehrten Ole. Eine Gegeniiberstellung der absoluten Verinderungen der Fettsiure bzw. -gruppen
zu Baseline nach raffiniertem, gemischtem und nativem Olivendlverzehr illustriert Abbildung 7.11.
Die Aufnahme von Cholesterin sowie der Vitamine C, A, B, Bj» und Folsdure blieb in den drei
Olivendlinterventionen konstant. Nur beim Vitamin E lieB sich ein Zusammenhang zum Gehalt an

phenolischen Verbindungen im Olivenol beobachten (prreng = 0,041).

Tab. 7.5: Energie- und Néhrstoffaufnahme zu Baseline und am Ende des Verzehrs von
raffiniertem, gemischtem und nativem Olivendl

Parameter Baseline Raffiniert Gemischt Nativ Prend
Energie (MJ) 10,4 (10,1;10,8) 10,8 (10,4; 11,2) 10,4 (10,0; 10,8) 10,3 (10,0; 10,7) 0,287
Kohlenhydrate ) ] ) ]

(inEmeie %) 48,3 (47,4;49,3) 45,7 (44,7,46,8) 44,4 (43,5;45,3) 46,0 (45,1;46,8) 0,799
Proteine . . . .

(EaorEt ) 14,9 (14,5; 15,2) 13,7 (13,3; 14,2) 14,9 (14,5; 15,3) 14,7 (14,3; 15,1) 0,036
Fett (Energie-%) 34,0 (33,2;34,9) 37,4 (36,2;38,5) 38,4(37,8;39,1) 37,1(36,4;37,7) 0,751
SFA (Fett-%) 459 (45,1;46,8) 37,8 (37,0;38,6) 37.4(36,6:382) 38,0(37,3;38.8) 0,709
MUFA (Fett-%) 37,4 (36,9;37,9) 472 (46,6;47,9) 475 (47,0;48,0) 472 (46,7;478) 0,884
PUFA (Fett-%) 15,2 (14,6; 15,9) 14,0 (13,6; 14,4) 14,0 (13,5;14,5) 13,9 (13,5;14,3) 0,772
Olsdure (Fett-%) 30,7 (29,6; 31,9) 39,7 (39,1; 40,4) 40,2 (39,7; 40,7) 39,8 (39,3;40,3) 0,193
Cholesterin (mg) 322 (303; 342) 279 (261; 298) 302 (286; 323) 301(284; 319) 0,199
Vit. C (mg) 954 (87.8;104) 954 (87,8;104)  94,8(87,2;103)  90,2(83,0;98,0) 0,598
Vit. E (mg) 9,4 (8,9;9.9) 11,6 (11,1;12,1) 11,4 (10,9; 12,0) 10,5 (10,1; 11,0) 0,041
Vit. A (mg) 1,29 (1,22; 1,36)  1,21(1,13;1,29)  1,22(1,13;1,32)  1,22(1,14;1,32) 0,697
Folsaure (png) 238 (227; 250) 241(230; 252) 238 (225; 251) 248 (235;262) 0,381
Vit. Bg (mg) 1,81 (1,73; 1,89) 1,75 (1,68;1,82) 1,84 (1,76;1,92) 1,80 (1,73; 1,87) 0,307
Vit. B}, (mg) 3,75 (3,41;4,12) 3,42 (3,05;4,84) 3,84 (3,44;428) 3,83 (3,47;423) 0,274

Angaben als geometrischer Mittelwert und SEM (untere; obere Grenze); Test auf signifikanten Trend bzgl.
der Phenolkonzentration der Olivendle mittels gemischtem linearen Modell mit Baselinewert und Alter als
Kovariate, Olivendlverzehrsreihenfolge und Olivendlsorte als feste Faktoren sowie Probandennummer als
zufilliger Faktor; SFA - gesittigte Fettsduren, MUFA - einfach ungesittigte Fettsduren, PUFA - mehrfach
ungesittigte Fettsduren, Vit. - Vitamin
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Abb. 7.10:  Absolute Verinderungen der

Aufnahme von Kohlenhydraten, Fett und
Protein in den Phasen mit raffiniertem,
gemischtem und nativem Olivenol;

Angaben als Mittelwert + SEM; Test auf
signifikanten Trend bzgl. der Phenolkonzentration
wie in Tab. 7.5 beschrieben; *pryeng < 0,05

Fett-%
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3 raffiniertes Olivendl
3 gemischtes Olivenol
EE natives Olivendl
Abb. 7.11:  Absolute Verdnderungen der

Aufnahme von SFA, MUFA, PUFA und
Olsdure in den Phasen mit raffiniertem,
gemischtem und nativem Olivendl;

Angaben als Mittelwert + SEM; Test auf
signifikanten Trend bzgl. der Phenolkonzentration
wie in Tab. 7.5 beschrieben; prieng> 0,05

7.8 Blutlipide

Interventionseffekt

Fiir die Analyse des Interventionseffektes, 5.0 |

der eine Aussage iiber die Verdanderungen 4,5 | e e
der  Blutlipide im  Studienverlauf 4.0 1

unabhéngig von der verzehrten Olivendl- = 351

sorte zuldsst, wurden die Differenzen der é 2(5) R S A S
Erhebungszeitpunte t1 bis t6 zu Baseline 2.0 1

(t0) verglichen. Gleiches gilt fiir die 1,5 A *
Berechnung des Interventionseffektes aller 1,0 1

nachfolgend beschriebenen Blutparameter. 0.5 0t 0O B v 5 %
Die Serumkonzentration von  Gesamt- Erhebungszeitpunkt
cholesterin ~ (tChol), LDL-Cholesterin == (Chol === |DL-C
(LDL-C) und Triglyzerid (TG) blieben im HpL-C TG
Studienverlauf weitestgehend konstant. Abb. 7.12: Blutkonzentrationen von Gesamt-

cholesterin, HDL-
Triglyzeriden im Studienverlauf;

Angaben als geometrischer Mittelwert + SEM; Test auf
signifikanten Trend mittels gemischtem linearen Modell
mit Baselinewert, Alter und Fettdifferenz als Kovariate,
Olivendlverzehrsreihenfolge und Zeit als feste Faktoren
sowie
*pTrend < 0705

Eine tendenzielle Erh6hung vom Zeitpunkt
t0 bis t6 konnte ausschlieBlich beim
HDL-Cholesterin (HDL-C) festgestellt
werden (p = 0,011). Die basale Serum-
konzentration HDL-C

von betrug

und LDL-Cholesterin sowie

Probandennummer als  zufilliger Faktor;
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1,34 (1,31; 1,38) mmol/l und nahm wihrend der Studie auf 1,42 (1,39; 1,46) mmol/l zu. Die

nebenstehende Abbildung 7.12 stellt die beschriebenen Serumkonzentrationen der Lipidparameter

in chronologischer Reihenfolge dar. Zur Vervollstindigung der Ausfiihrungen sind alle Messwert

in der Tabelle 11.2 im Anhang 11.6 zusammengefasst.

Olivenoleffekt

Der Einfluss des Olivendlverzehrs unabhédngig vom Gehalt an phenolischen Verbindungen wurde

wie im Kapitel 7.6 angegeben ermittelt.

Einen Uberblick iiber die Lipid-
konzentrationen im Serum zu Beginn und
Ende der Verzehrsphasen mit und
ohne Olivenolkonsum gibt die Tabelle 7.6,
wohingegen die nachfolgende Abbildung
7.13 die absoluten Verdnderungen in den
Untersuchungszeitraumen  fiir  diese
Parameter veranschaulicht. In beiden zeigt
sich beim tChol in den Kontrollwochen
eine Erhéhung von 0,06 + 0,05 mmol/l. Im
Vergleich dazu war nach raffiniertem
Olivendlkonsum ein niedrigerer tChol-
Serumspiegel von 0,09 £ 0,04 mmol/l zu
beobachten, was einer Reduktion von 4 %
entspricht (p = 0,029). Beim HDL-C und
LDL-C konnten die Verdnderungen
zwischen Olivenol- und  Nicht-
Olivendlverzehr als nicht signifikant
eruiert werden. Die TG-Konzentration

erhohte sich 1m  Zeitraum  ohne

0,3

*
0,2 1 *%e —

"2 ae - |
-0,1 A -

-0,2

mmol/I

-0,3 1

tChol HDL-C LDL-C TG

M ohne Olivendl
0 mit Olivenol

Abb. 7.13: Absolute Verdnderungen von Gesamt-
cholesterin, HDL- und LDL-Cholesterin sowie
Triglyzeriden im Serum in den Phasen mit und ohne
Olivenodlverzehr;

Angaben als Mittelwert und SEM; Test auf signifikante
Gruppenunterschiede mittels gemischtem linearen Modell
mit Baselinewert, Alter und Fettdifferenz als Kovariate,
Olivenodlverzehrsreihenfolge und Treatment als feste
Faktoren sowie Probandennummer als zufélliger Faktor;
*p <0,05, **p < 0,01

Olivendlverzehr geringfiigig um 0,10 £ 0,05 mmol/l und fiel um 0,08 £ 0,02 mmol/l nach

mehrwochigem Konsum von anndhernd phenolfreiem Olivendl (p = 0,012). Die Reduktion in der

Olivendlintervention betrug 10 %.
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Tab. 7.6: Gesamtcholesterin, HDL- und LDL-Cholesterin sowie Triglyzeride zu Beginn und Ende
der Verzehrsphasen mit und ohne Olivendl

Para- kein Olivendl Olivendl

meter pre post pre post P
E?n};‘;l)l " 4,80 (4,69;4,91) 4,86 (4,75;4,97) 4,86 (4,74;4.97) 4,68 (4,57:4,79) 0,007
gﬁiﬁ) 1,34 (1,31;1,38)  1,38(1,35;1,41)  1,37(1,33;1,40)  1,39(1,36;1,43) 0,779
(LH?HI;EED 3,09(2,99;3,20)  3,06(2,96;3,17)  3,08(2,97;3,18)  2,93(2,82;3,04) 0,122
(Tn?mol n 0,99 (0,96; 1,03) 1,06 (1,01; 1,11)  1,06(1,01; 1,11)  0,95(0,91;0,99) 0,013

Angaben als geometrischer Mittelwert und SEM (untere; obere Grenze); Test auf signifikante
Gruppenunterschiede mittels gemischtem linearen Modell mit Baselinewert, Alter und Fettdifferenz als
Kovariate, Olivendlverzehrsreihenfolge und Treatment als feste Faktoren sowie Probandennummer als
zufillige Faktoren; tChol - Gesamtcholesterin, HDL-C - HDL-Cholesterin, LDL-C - LDL-Cholesterin;

TG - Triglyzeride

Phenoleffekt

Die Analyse des Phenoleffektes untersucht
den Einfluss der phenolischen Komponenten
aus dem Olivenol auf die Blutlipide
basierend auf dem  Vergleich der
Veranderungen zwischen Beginn und Ende
des Konsums von raffiniertem, gemischtem
und nativem Olivendl. Gleiches gilt fiir die
Berechnung des Phenoleffektes aller
nachfolgend beschriebenen Blutparameter.
Die Anfangs- und Endwerte der Serumlipide
der Interventionsperioden mit raffiniertem,
gemischtem und nativem Olivenodlverzehr
sind in Tabelle 7.7 aufgefiihrt und die
absoluten Veridnderungen in der Abbildung
7.14 veranschaulicht. Beim Vergleich der
Differenzen der Serumkonzentrationen von
tChol, HDL-C, LDL-C und TG konnte keine

0,2

S L

I T e

mmol/I

tChol HDL-C LDL-C TG

3 raffiniertes Olivenol
3 gemischtes Olivenol
B natives Olivenol

Abb. 7.14: Absolute Verdnderungen von Gesamt-
cholesterin, HDL- und LDL-Cholesterin sowie
Triglyzeriden im Blut in den Phasen mit
raffiniertem, gemischtem und nativem Olivenol-
verzehr;

Angaben als Mittelwert £+ SEM; Test auf signifikanten
Trend wie in Tab. 7.7 beschrieben; prreng > 0,05

signifikante Verdanderung in Abhingigkeit vom Phenolgehalt der Olivendle nachgewiesen werden.

Die beschriebenen Ergebnisse bzgl. des Olivendl- und Phenoleffektes sind fiir die gestiegene

Fettaufnahme der Probanden in den Interventionsperioden mit Olivendlkonsum adjustiert. Eine

Berechnung ohne Adjustierung der erdhten Fettaufnahme ergab konsistente Ergebnisse und hatte

somit keinen Einfluss auf die ermittelten p-Werte.
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Tab. 7.7: Gesamtcholesterin, HDL- und LDL-Cholesterin sowie Triglyzeride zu Beginn und Ende
des Verzehrs von raffiniertem, gemischtem und nativem Olivenol

Para- Raffiniert Gemischt Nativ

meter pre post pre post pre post Priren
tChol 4,86 4,68 4,80 4,71 4,83 4,82 0.055
(mmol/l)  (4,74;4.97) (4,57;4,79) (4,69;4,91) (4,60;4,82) (4,72;4,92) (4,72;4,92)
HDL-C 1,37 1,39 1,38 1,40 1,40 1,43 0358
mmol/l)  (1,33;1,40) (1,36; 1,43) (1,35; 1,41) (1,37;1,43) (1,37;1,43) (1,40;1,46) =
LDL-C 3,08 2,93 3,01 2,94 3,06 3,02 0.131
mmol/l)  (2,97:3,18) (2,82;3,04) (2,91;3,12) (2,84;3,04) (2,95:3,17) (2,92;3,12) =
TG 1,06 0,95 1,05 0,98 1,00 0,98 0.380
(mmol/l)  (1,01; 1,11) (0,91;0,99) (1,00; 1,10) (0,94; 1,03) (0,96; 1,05) (0,94; 1,02)

Angaben als geometrischer MW und SEM (untere; obere Grenze); Test auf signifikanten Trend bzgl. der
Phenolkonzentration der Olivendle mittels gemischtem linearen Modell mit Baselinewert, Alter und
Fettdifferenz als Kovariate, Olivendlverzehrsreihenfolge und Olivendlsorte als feste Faktoren sowie
Probandennummer als zufillige Faktoren; tChol - Gesamtcholesterin, HDL-C - HDL-Cholesterin;

LDL-C - LDL-Cholesterin; TG - Triglyzeride

7.9 Marker der Lipidperoxidation

Interventionseffekt

Die Blutkonzentrationen der Lipid-
peroxidationsmarker von Beginn bis Ende der
Studie werden in den Abbildungen 7.15 bis
7.17 veranschaulicht. Erginzend sind in der
Tabelle 11.2 im Anhang 11.6 die Messwerte
von jedem Erhebungszeitpunkt aufgefiihrt.

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass
LDL (oxLDL), oxidierte LDL-
Antikdrper (OLAB), konjugierte Diene (CD)
(OHFA)

Verdnderung im

oxidiertes
und  Hydroxyfettsduren keine
signifikant  tendenzielle
Verlauf der Studiendurchfithrung aufwiesen.
Lediglich bei den
(F>-Isop) im Plasma wurde eine signifikante
Absenkung von 29,6 (28,8; 30,4) ng/l zu

auf 27,0 (26,3; 27,6) ng/l
0,015) bei der letzten Blutabnahme

F,-Isoprostanen

Baseline

(pTrend =
ermittelt.

600 -
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= (OLAB === oxLDL
Abb. 7.15: Blutkonzentrationen von oxLDL

und OLAB im Studienverlauf;

Angaben als geometrischer Mittelwert = SEM; Test
auf signifikanten Trend mittels gemischtem
linearen Modell mit Baselinewert, Alter und
Fettdifferenz als Kovariate, Olivendlverzehrs-
reihenfolge und Zeit als feste Faktoren sowie
Probandennummer  als zufilliger  Faktor;
pTrend>0305
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Abb. 7.16:  Blutkonzentrationen CD und

OHFA im Studienverlauf;

Angaben als geometrischer Mittelwert + SEM;
Test auf signifikanten Trend wie in Abb. 7.15
beschrieben; preeng > 0,05
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Abb. 7.17: Blutkonzentration von F,-Isop

im Studienverlauf;

Angaben als geometrischer Mittelwert + SEM;
Test auf signifikanten Trend wie in Abb. 7.15
beschrieben; *pryeng < 0,05

Olivenoleffekt

Der Blick auf die Tabelle 7.8 lésst erkennen, dass die ausgewahlten Marker der Lipidperoxidation
OLAB, oxLLDL, CD, OHFA und F,-Isop durch die mehrwochige Intervention mit raffiniertem
Olivenol nicht signifikant beeinflusst wurden. Die absoluten Verdnderungen in den Studienphasen

mit und ohne Olivendlverzehr werden in der Abbildung 7.18 A - C grafisch veranschaulicht.

Tab. 7.8: Marker der Lipidperoxidation zu Beginn und Ende der Verzehrsphasen mit und
ohne Olivenol

Para- kein Olivendl Olivenol

meter pre post pre post P
OLAB (U/l) 501 (432; 582) 505 (437; 583) 504 (438; 581) 489 (422; 567) 0,418
E’[’%)L 38,9 (36,9;41,0)  389(37,1;40,7) 389 (37,2;40,7) 36,1 (34,2;38,1) 0,251
CD . ; . ;
(umol/l) 11,7(11,3; 12,1)  11,8(11,3;12,2) 11,6 (11,2; 12,00  11,3(10,9;11,7) 0,609
OHFA . ) . .
(umol/l 1,43 (1,39; 1,48) 1,36 (1,31; 1,41)  1,32(1,28;1,36)  1.22(1,18;1,.25) 0,663
(Fé;/?;’p 29,6 (28.8;30,4)  28,5(27,9;29.2)  27,5(26,9;28,1)  268(26,1;27,5) 0,888

Angaben als geometrischer Mittelwert und SEM (untere; obere Grenze); Test auf signifikante Gruppen-
unterschiede mittels gemischtem linearen Modell mit Baselinewert, Alter und Fettdifferenz als Kovariate,
Olivendlverzehrsreihenfolge und Treatment als feste Faktoren sowie Probandennummer als zufalliger Faktor;
OLAB - oxidierter LDL-Antikérper, oxLDL - oxidiertes LDL, CD - konjugierte Diene, OHFA - Hydroxy-
fettsduren, Fp-Isop - F»-Isoprostane
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Absolute Verdnderungen der Lipidperoxidationsmarker (A: OLAB und oxLDL;
B: CD und OHFA; C: F,-Isop) im Blut in den Phasen ohne und mit Olivendlverzehr;
Angaben als Mittelwert + SEM; Test auf signifikante Gruppenunterschiede wie in Tab. 7.8 beschrieben;

Phenoleffekt

Die Blutwerte der Lipidperoxidationsmarker vor und nach Verzehr von raffiniertem, gemischtem

und nativem Olivendl sind in der Tabelle 7.9 zusammengefasst. Daraus lédsst sich entnehmen, dass

der Phenolgehalt der verabreichten Olivendle keinen signifikanten Einfluss auf die gemessenen
Parameter der Lipidperoxidation oxLDL, OLAB, CD, OHFA und F,-Isop ausiibte. Die Abbildung

7.19 A bis C gibt einen Uberblick iiber die Differenzen von Beginn und Ende der Intervention mit

raffiniertem, gemischtem und nativem Olivendl fiir die beschriebenen Biomarker.

Tab. 7.9: Marker der Lipidperoxidation zu Beginn und Ende des Verzehrs von raffiniertem,
gemischtem und nativem Olivenol
Para- Raffiniert Gemischt Nativ
meter pre post pre post pre post Prrend
OLAB 504 489 477 511 476 483 0.467
un) (438;581) (422,567  (411;553) (441592  (407557)  (416;561)
oxLDL 38,9 36,1 38,6 36,9 40,9 36,2 0.496
un) (37,2;40,7) (34,2;38,1) (36,7;40,5) (35,9;38,8) (39,1;42,8) (34,7;37,8)
CD 11,6 11,3 12,2 10,9 11,4 11,1 0.618
(umoll)  (11,2;12,0) (10,9;11,7) (11,8;12,7) (10,6;11,2) (11,0;11,8) (10,8;11,4)
OHFA 1,32 122 1,30 128 1,26 121 0.804
(umol/l)  (1,28;1,36) (1,18;1,25) (1,26;1,34) (1,23;1,33) (1,21;1,31) (1,18 1,24)
F-Isop 27,5 26,8 27,3 27,0 27.8 27,7 0986
(ng/l) (26,9;28,1) (26,1:27,5) (26,6;28,0) (26,4;27,7) (27,1;28,4) (27,0;28,4) =

Angaben als geometrischer Mittelwert und SEM (untere; obere Grenze); Test auf signifikanten Trend bzgl.
der Phenolkonzentration der Olivendle mittels gemischtem linearen Modell mit Baselinewert, Alter und
Fettdifferenz als Kovariate, Olivendlverzehrsreihenfolge und Olivendlsorte als feste Faktoren sowie
Probandennummer als zufélliger Faktor; OLAB - oxidierter LDL-Antikoérper, oxLDL - oxidiertes LDL,
CD - unkonjugierte Diene, OHFA - Hydroxyfettsduren, F,-Isop - F,-Isoprostane
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Abb. 7.19:  Absolute Verdnderungen der Lipidperoxidationsmarker (A: OLAB und oxLDL;
B: CD und OHFA; C: F,-Isop) im Blut in den Phasen mit raffiniertem, gemischtem und nativem
Olivendl;

Angaben als Mittelwert £ SEM; Test auf signifikanten Trend wie in Tab. 7.9 beschrieben; prreng > 0,05

Die statistische Auswertung bei den Lipidperoxidationsmarkern fiir die Ermittlung des Olivenol-
und Phenoleffektes beinhaltete die Adjustierung fiir die gesteigerte Fettaufnahme in den
Interventionsperioden mit Olivendlkonsum. Eine Analyse ohne diese Adjustierung ergab
konsistente Ergebnisse und hatte folglich keinen Einfluss auf die Grundaussage der eruierten

Signifikanzwerte.

7.10 Endogene Antioxidantien

Interventionseffekt

Die im  Geschehen des  oxidativen
750

Stresses involvierten Enzyme Glutathion-

Peroxidase  (GSH-Px) und  Glutathion- 700 M
Reduktase (GSSG-Rd) zeigten im Studien- 650

verlauf keine tendenzielle Verdnderung 5

(Abb. 7.20). Ebenso verhielt es sich bei der 100

Paraoxonase (PON), deren Plasma- 5 - e e e e o
konzentration nur geringfiigig schwankte.

AusschlieBlich  die  Superoxid-Dismutase 0 0t 2 B3 ¥ t5 t6
(SOD) sank tendenziell wéahrend der Erhebungszeitpunkt
Studiendurchfiihrung von 138,3 (135,9; 140,7) = GSH-Px === (GSSG-Rd

auf 135.6 (133,15 138,2) U (preens = 0,039; Abb. 7.20: Blutkonzentrationen von GSH-Px
Abb. 7.21). Beim reduzierten Glutathion ynd GSSG-Rd im Studienverlauf;

(GSH) war ein signifikant tendenzieller Angaben als geometrischer Mittelwert £ SEM; Test
auf signifikanten Trend mittels gemischtem linearen

Anstieg im Blut vom Zeitpunkt t0 (4,63 [4,56;  Modell mit Baselinewert, Alter und Fettdifferenz als
4,71] umol/l) bis t6 (6,18 [6,12; 6,23] umol/l, Kovariate, Ollvenolver;ehrsrelhenfolge und Zeit als

feste Faktoren sowie Probandennummer als
Prrena < 0,001) erkennbar. Im Vergleich dazu  zufilliger Faktor; prreng > 0,05
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verhielt sich die Blutkonzentration des oxidierten Glutathion (GSSG) kontrér. Dieser Parameter fiel
im Studienverlauf von 1,35 (1,34; 1,36) auf 0,68 (0,66; 0,70) pmol/l (Prrens < 0,001). Folglich stieg
auch das Verhiltnis von GSH zu GSSG von der ersten bis zur letzten Blutabnahme von
3,73 (3,66; 3,80) auf 10,61 (10,26; 10,96) umol/l an (Prrena < 0,001). Die GSH- und GSSG-Spiegel
sowie deren Verhiltnis im chronologischen Verlauf der Blutabnahmen ist in Abbildung 7.22
illustriert. Zur Vervollstandigung der beschriebenen Ergebnisse findet sich in der Tabelle 11.2 im

Anhang 11.6 eine Auflistung aller Messdaten.
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Abb. 7.21: Blutkonzentrationen von SOD Abb. 7.22: Blutkonzentrationen von GSH,

und PON im Studienverlauf; GSSG und deren Verhiltnis im Studien-
Angaben als geometrischer Mittelwert + SEM; verlauf;

Test auf signifikanten Trend wie in Abb. 7.20 Angaben als geometrischer Mittelwert = SEM;
beschrieben; *pryeng < 0,05 Test auf signifikanten Trend wie in Abb. 7.20

beschrieben; ***prenq < 0,001

Olivenoleffekt

Die nachfolgende Tabelle 7.10 gibt die Blutkonzentrationen der antioxidativen Enyzme, reduziertes
und oxidiertes Glutathion und deren Verhiltnis zu Beginn und Ende der Studienzeitrdume mit
raffiniertem und ohne Olivendlverzehr wider. Daraus ist zu erkennen, dass sich die Enzyme
GSH-Px, GSSG-Rd, PON sowie SOD in Abhéngigkeit vom Olivendlkonsum nicht signifikant
verdandert haben. Die absoluten Verdnderungen dieser Enzyme in den zwei Studienphasen ohne und
mit raffiniertem Olivendl werden in der Abbildung 7.23 A veranschaulicht.

Fin statistisch signifikanter Unterschied zwischen den beiden Verzehrsperioden war nur beim
GSH. Dieser Parameter stieg in beiden Verzehrszeitrdumen an, allerdings stirker in der Run in-
Phase ohne Olivendlkonsum (ohne vs. mit: 0,37 £ 0,03 vs. 0,22 + 0,03 pmol/l; p < 0,001). Im
Gegensatz dazu sank GSSG in beiden Studienperioden, jedoch nicht signifikant (ohne vs. mit:
-0,11 £ 0,01 vs. -0,12 £ 0,03 pmol/l; p = 0,420). Bei dem Verhéltnis beider Marker zueinander
konnte ebenfalls keine Verdnderung in Abhéingigkeit vom Olivendlkonsum eruiert werden. Die
absoluten Verdnderungen dieser Parameter in Abhéngigkeit vom Olivendlverzehr sind in der

nachfolgenden Abbildung 7.23 B und C dargestellt.
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Tab. 7.10: Antioxidative Enyzme, reduziertes und oxidiertes Glutathion und deren Verhéltnis zu

Beginn und Ende der Verzehrsphasen mit und ohne Olivenol

kein Olivendl Olivenol
Parameter p
pre post pre post

GSH-Px (U/l) 661 (645; 676) 679 (664; 694) 671 (657;685) 669 (656 ;682) 0,180
GSSG-Rd U/l) 60,2 (58,5, 62,0) 59,9 (57.8;62,1)  62,7(60,7;65) 59,6 (57.8;61,5) 0,203
PON (U/1) 137 (127; 149) 141 (130; 153) 140 (129; 152) 138 (128; 150) 0,236
SOD (U/1) 138 (136; 141) 138 (136; 141) 138 (135; 140) 136 (133; 138) 0,326
GSH pmol/l) 4,63 (4,56;4,71) 5,00 (4,93;5,08) 5,48(5,39;5,57) 5,69 (5,60;5,79) <0,001
GSSG (umol/l)  1,35(1,34; 1,36) 1,23 (1,22;1,24)  1,02(0,99; 1,05) 0,89 (0,86; 0,93) 0,420
Verhiltnis

CETIERSG 3,73 (3,66; 3,80) 4,44 (4,36;4,52) 5,98 (5,71;6,26) 7,24 (6,88;7,62) 0,900

Angaben als geometrischen Mittelwert und SEM (untere; obere Grenze); Test auf signifikante
Gruppenunterschiede mittels gemischtem linearen Modell mit Baselinewert, Alter und Fettdifferenz als
Kovariate, Olivenodlverzehrsreihenfolge und Treatment als feste Faktoren sowie Probadennummer als
zufilliger Faktor; PON - Paraoxonase, SOD - Superoxid-Dismutase GSH-Px - Glutathion-Peroxidase,
GSSG-Rd - Glutathion-Reduktase, GSH - reduziertes Glutathion, GSSG - oxidiertes Glutathion, Verhiltnis
GSH/GSSG - Verhiltnis von reduziertem zu oxidiertem Glutathion
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Abb. 7.23:  Absolute Verdnderungen der antioxidativen Enyzme (A: GSH-Px, GSSG-Rd, PON
und SOD), reduziertes und oxidiertes Glutathion (B: GSH und GSSG) und deren Verhéltnis
(C: Verhiltnis GSH/GSSG) im Blut in den Phasen mit und ohne Olivendlverzehr;

Angaben als Mittelwert £ SEM; Test auf signifikante Gruppenunterschiede wie in Tab. 7.10 beschrieben;
skeskesk
p <0,001

Phenoleffekt

Der Vergleich der Ausgangs- und Endwerte der drei Interventionsperioden zeigte bei den
antioxidativen Enzymen PON, SOD und GSH-Px keine vom Phenolgehalt der Ole abhingige
signifikante Verdnderung (Tab. 7.11). Im Gegensatz dazu wurde bei der GSSG-Rd ein Einfluss des
Phenolgehaltes der Olivendle ermittelt (p = 0,041). Nach Verzehr des phenolreichsten Olivendles
zeigte sich eine Konzentrationszunahme dieses Enzyms im Blut von 2,77 + 2,29 U/l. Dagegen ist in
den Phasen mit gemischtem und raffiniertem Olivendl eine Abnahme der Konzentration zu
verzeichnen. Diese ist nach raffiniertem Ol mit -3,82 + 2,04 U/l groBer als nach gemischtem Ol mit
-1,03 + 2,19 U/L. Bei GSH ist in jeder Interventionsphase ein hoherer End- als Anfangswert zu
beobachten, was sich bei GSSG kontrér verhélt. Das Verhéltnis von GSH zu GSSG stieg folglich

zum Ende jedes Verzehrszeitraumes an. Jedoch lasst sich bei GSH, GSSG oder deren Verhéltnis
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kein signifikanter Zusammenhang zum Phenolgehalt der verzehrten Olivendle eruieren. Die
absoluten Verdnderungen in den Studienphasen mit raffiniertem, gemischtem und nativem
Olivendlkonsum sind in der Abbildung 7.24 vergleichend dargestellt.

Wie auch bei den Blutlipiden und den Biomarkern der Lipidperoxidation ergab die statistische
Analyse mit und ohne Adjusterung fiir die erhohte Fettzufuhr in den Olivendlverzehrsperioden

konsistente Ergebnisse beim beschriebenen Olivendl- und Phenoleffekt.

Tab. 7.11: Antioxidative Enyzme, oxidiertes und reduziertes Glutathion und deren Verhéltnis zu
Beginn und Ende des Verzehrs von raffiniertem, gemischtem und nativem Olivenol

Parameter Raffiniert Gemischt Nativ
pre post pre post pre post e
671 669 673 669 679 671
GSH-Px (UN) 657, 685)  (656:682) (659:686)  (655:683)  (666:693) (660;683) 287
GSSG-Rd 62,7 59,6 61,8 60,7 59,1 61,7 0.041
un) (60,7;65,) (57,8;61,5) (59,8:63,9) (58,7;62,8) (57.4;60,9) (59,8;63,7)
140 138 139 138 139 139
LEOINT(LGAY (129; 152)  (128;150) (128;150) (127;149) (129; 151) (128;151) °-088
138 136 135 136 136 136
SOD Y (135: 140)  (133:138)  (133:138) (133 139) (133:139) (133;138) O
548 5,69 5,44 5,66 5,52 5,75
GSH (umol'l) 5 395 57) (5,60:5,79) (535:5,53) (5,58:5.75) (5.44:561) (5,67:5.83) O838
GSSG 1,02 0,89 1,04 0,85 0,99 0,84 0,480
(umol/l) (0,99; 1,05)  (0,86;0,93) (1,01;1,07) (0,81;0,89) (0,95;1,03) (0,81;0,87)
Verhiéltnis 5,98 7,24 5,80 7,62 6,28 7,78 0.520

GSH/GSSG  (5,71;6,26) (6,88;7,62) (5,56;6,06) (7,19;8,07) (5,95;6,62) (7,40;8,18)

Angaben als geometrischer Mittelwert und SEM (untere; obere Grenze); Test auf signifikanten Trend bzgl.
der Phenolkonzentration der Olivendle mittels gemischtem linearen Modell mit Baselinewert, Alter und
Fettdifferenz als Kovariate, Olivendlverzehrsreihenfolge und Olivendlsorte als feste Faktoren sowie
Probandennummer als zufdlliger Faktor; PON - Paraoxonase, SOD - Superoxid-Dismutase,
GSH-Px - Glutathion-Peroxidase, GSSG-Rd - Glutathion-Reduktase, GSH - reduziertes Glutathion,
GSSG - oxidiertes Glutathion, Verhéltnis GSH/GSSG - Verhiltnis von reduziertem zu oxidiertem Glutathion
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Abb. 7.24:  Absolute Verdnderungen der antioxidativen Enyzme (A: GSH-Px, GSSG-Rd, PON
und SOD), reduziertes und oxidiertes Glutathion (B: GSH und GSSG) und deren Verhéltnis
(C: Verhiltnis GSH/GSSG) im Blut in den Phasen mit raffiniertem, gemischtem und nativem
Olivendl;

Angaben als Mittelwert £ SEM; Test auf signifikanten Trend wie in Tab. 7.11 beschrieben; *preng < 0,05
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8 DISKUSSION

Kardiovaskuldren Erkrankungen liegt hiufig der Prozess der Arteriosklerose zugrunde, deren
Pathogenese durch oxidativen Stress begiinstigt wird [9, 21]. Anhand epidemiologischer Daten
kann eine niedrigere Mortalitdtsrate an kardiovaskuldren Erkrankungen in den mediterranen
Landern als in mittel- und nordeuropéischen Landern und in den USA aufgezeigt werden [3, 4].
Daraus entwickelte sich die Hypothese, dass die mediterrane Erndhrungsweise eine
kardioprotektive Wirkung ausiibt und ausschlaggebend fiir die niedrigere Mortalititsrate in diesen
Regionen ist. In diesem Zusammenhang werden vor allem mdgliche kardioprotektive Effekte von
Olivenol diskutiert. Olivendl ist der Hauptfettlieferant in der mediterranen Diét und zeichnet sich
neben dem hohen Gehalt an einfach ungesittigten Fettsduren (MUFA) ebenso durch ein
reichhaltiges Spektrum an phenolischen Verbindungen aus [315]. Diesen phenolischen
Verbindungen, die sich vorwiegend aus Oleuropein und Ligstrosid sowie deren
Hydrolyseprodukten Hydroxytyrosol und Tyrosol zusammensetzen, wird ein antioxidatives
Potential zugesprochen [14-17, 252, 316]. Demnach konnte der Verzehr der Olivendlphenole
oxidativen Stress inhibieren und folglich das Risiko fiir kardiovaskulére Erkrankungen senken. Das
Ziel der vorliegenden Interventionsstudie war es, die Wirkung der phenolischen Verbindungen im
Olivendl auf Biomarker der Lipidperoxidation und endogene Antioxidantien sowie den Effekt auf

die Blulipide an gesunden Méannern im Raum Berlin-Brandenburg zu untersuchen.

8.1 Starken und Schwachen im Studienkonzept

Interventionsstudien stellen mit ihrem experimentellen Charakter eine geeignete Mdglichkeit dar,
vermutete kausale Zusammenhidnge zwischen Exposition (Verzehr von Olivendl mit
unterschiedlichem Phenolgehalt) und Outcome (Blutlipide, Biomarker der Lipidperoxidation und
endogene Antioxidantien) zu iiberpriifen. Die vorliegende Interventionsstudie zeichnete sich durch
das randomisierte doppelt-verblindete cross-over Design aus. Die Randomisierung vor
Studienbeginn beinhaltete die zufillige Aufteilung der Probanden in die drei mdglichen
Olivenodlverzehrsreihenfolgen, wodurch bekannte und unbekannte StorgroBen auf die Gruppen
verteilt wurden und beobachtete Unterschiede sich nur noch durch die Gruppencharakteristika
erkldren lassen. Die Doppelverblindung beugte einer bewussten oder unbewussten Beeinflussung
der Ergebnisse durch die Probanden oder den Untersucher vor. Bei direkter Gegeniiberstellung der
verschiedenen Olivendle und dem Hintergrundwissen, dass ein hoherer Phenolgehalt eine
intensivere Griinfirbung sowie einen kriftigeren Olivengeschmack im Ol hervorruft, konnte bei
den Untersuchern keine vollkommene Verblindung gewahrleistet werden. Das cross-over Design
ermdglichte, dass jeder Teilnehmer alle drei Ole konsumierte und somit jeder seine eigene
Kontrolle darstellte.

Die Verwendung von identischen Olivendlen ausschlieBlich variierend im Gehalt an phenolischen
Komponenten war zum Zeitpunkt der Studienplanung ein innovativer Studienansatz. Bestandteil
vorheriger Interventionsstudien war vorwiegend der Vergleich von nativem Olivendl mit anderen

Olsorten [317-320], was keine eindeutige Aussage iiber die Wirkung der Olivendlphenole zulieB.
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Die Festlegung von Ein- und Ausschlusskriterien (vgl. Tab. 6.2 Kapitel 6.1) diente dazu, eine
moglichst homogene Teilgruppe zu definieren und somit StorgroBen einzuschrinken oder zu
eliminieren. Die Altersgrenze wurde auf maximal 60 Jahre festgelegt, da mit zunehmendem Alter
oxidative Schadigungen nicht mehr optimal ausgeglichen werden konnen und somit oxidativer
Stress und das damit einhergehend Risiko fiir kardiovaskulire Erkrankungen steigt [321-323]. Dies
hitte einer moglichen antioxidativen Wirkung der Olivendlphenole entgegenwirkt. Ebenso wurden
Raucher und Personen mit einer hohen korperlichen Freizeitaktivitdt ausgeschlossen, da beides die
Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) im Organismus initiiert und den oxidativen Stress
erhoht [287, 324-328]. Zusétzlich fiihrte die libermdfige Aufnahme an antioxidativ wirkenden
Substanzen iiber Medikamente (z.B. Acetylsalicylsdure) oder Supplemente mit antioxidativer
Wirkung zum Ausschluss. Die Einnahme anderer Antioxidantien hitte das Ergebnis beziiglich des
antioxidativen Potentials der Phenole im Olivendl verfélscht. Einen &hnlichen Einfluss hétte eine
erhohte Aufnahme von Antioxidantien vorwiegend iiber Obst und Gemiise, wie es bei den
Vegetariern zu beobachten ist, haben kénnen. Demnach wurden Vegetarier ausgeschlossen und den
Probanden fiir den Verlauf der Studie Erndhrungsrichtlinien vorgegeben, die eine iibermiBige
Aufnahme an phenolreichen Lebensmitteln vermeiden sollten (vgl. Kapitel 6.4.3).

Die Olivendle wurden iiber den gesamten Studienzeitraum hinweg einer strengen
Qualititskontrolle unterzogen, weshalb lagerungsbedingte Modifikationen ausgeschlossen werden
konnten.

Zusammenfassend stellte das vorliegende Studiendesign eine geeignete Form dar, die gesetzte

Zielstellung zu beantworten.

8.2 Bewertung der Compliance

Die Compliance der Probanden wurde anhand der Exkretion der phenolischen Marker Tyrosol (T),
Hydroxytyrosol (OHT) und 3-O-Methylhydroxytyrosol (MOHT) im 24-h-Urin beurteilt. Diese
Analyse erfolgte zu Baseline sowie zu Beginn und Ende der Olivendlinterventionen. Zum
Studienbeginn war die Ausscheidung von T, OHT und MOHT gleich bzw. geringfiligig niedriger
als nach Verzehr des annihernd phenolfreien raffinierten Oles, was darauf schliefen lisst, dass
natives phenolreiches Olivendl nicht regelmédBiger Bestandteil der habituellen Erndhrung der
Probanden war. Ebenso zeigte sich zu Beginn und Ende des Verzehrzeitraumes des raffinierten
Olivenoles keine Verdnderung in den Ausscheidungsraten der phenolischen Marker. Die Exkretion
von T, OHT und MOHT stieg in Abhédngigkeit von der Konzentration der phenolischen
Verbindungen in den konsumierten Olen an. Das native Olivend] enthielt eine zweifach hohere
Phenolkonzentration als das gemischte Ol. Dieses Verhiltnis fand sich anniihernd bei der renalen
Ausscheidung der Compliancemarker nach Verzehr beider Olivendle wieder. Eine solche
dosisabhédngige Exkretion wurde bereits bei mehreren Studien nachgewiesen [236, 237, 311, 329].
Trotz dquivalenter Verzehrsmengen ist eine groe interindividuelle Schwankungsbreite bei der
renalen Ausscheidung von T, OHT und MOHT vorhanden, was auf Unterschiede im Metabolismus

dieser Phenole hindeuten konnte.
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Dennoch sollte erwéhnt werden, dass die Analysen keine absolute Kontrolle fiir den Verzehr des
raffinierten Olivendles sowie fiir den tiglichen dreiwdchigen Verzehr der Ole darstellte, sondern
vorwiegend den Konsum in den Tagen vor der Urinsammlung belegen. Jedoch erhoht die
Information an die Probanden, dass der tatsdchliche Verzehr iberpriift werden kann, die
Wahrscheinlichkeit einer ordnungsgeméfen Studiendurchfiihrung. Dessenungeachtet kann
insgesamt gesagt werden, dass die renale Ausscheidung der einfachen Phenole T, OHT und MOHT
verlésslich deren Aufnahme iiber Olivendl reflektiert und die vorliegenden Analysewerte fiir eine

gute Compliance der Probanden sprechen.

Aus der beschriebenen dosisabhingigen renalen Exkretion der Olivenodlphenole lésst sich auBBerdem
schlussfolgern, dass die Phenole einer vorherigen Resorption in den Blutkreislauf unterlagen.
Folglich konnten diese auch systemisch wirken. Bereits in vorherigen Studien wurden OHT und T
nach Verzehr von nativem Olivendl oder entsprechender Supplemente im Plasma und Urin
wiedergefunden [236-243, 245], sogar eine dosisabhdngige Resorption wurde ermittelt [236, 237,
246]. Ebenso zeigten Weinbrenner und Kollegen [311], dass nach Konsum von Olivenol mit
verschiedenen Phenolgehalten MOHT im Plasma und Urin nachgewiesen werden kann und sich

dessen Konzentration in Abhingigkeit von der Phenolkonzentration der Olivendle verdndert.

8.3 Anthropometrische Daten und Gelegenheitsblutdruck

Die anthropometrischen Parameter Gewicht und BMI wurden zu jedem Erhebungszeitpunkt im
Studienverlauf ermittelt. Anhand des BMI konnte die Studienpopulation als normalgewichtig
eingestuft werden [312]. Weiterhin wurden keine Unterschiede im Gewicht und im BMI in den drei
randomisierten Verzehrsgruppen zu Baseline eruiert. Ebenso zeigte sich iiber den gesamten
Studienverlauf, weder im Vergleich der Olivendl- mit der Nicht-Olivendlverzehrsphase noch im
Vergleich der drei Interventionszeitrdume beider Parameter trotz der Fettsupplementierung keine
signifikante Verdnderung. Folglich kann ein moglicher Einfluss durch Gewichtsverdnderungen auf

die analysierten Blutparameter ausgeschlossen werden.

Hypertonie ist einer der Hauptrisikofaktoren fiir kardiovaskulére Herzerkrankungen und Apoplex
[1, 330]. In der vorliegenden Studie konnte kein Zusammenhang zwischen dem systolischen (SBD)
und diastolischen (DBD) Blutdruck und dem Verzehr von Olivendl und dessen Gehalt an
phenolischen Verbindungen beobachtet werden. AusschlieBlich {iber den zeitlichen Verlauf der
Studie war eine Senkung von SBD und DBD nachzuweisen. Bei diesem Resultat sollte in Betracht
gezogen werden, dass es sich bei diesen Blutdruckdaten um ambulante Gelegenheitsblutdruck-
messungen handelt, die ausschlieBlich eine Aussage liber den physischen Zustand zu einem
bestimmten Zeitpunkt zulassen. Die marginale Absenkung des SBD von 123 (122; 125) auf
119 (117; 121) mmHg und des DBD von 78 (78; 79) auf 76 (75; 76) mmHg spiegelt zumindest
partiell die groBere psychische Anspannung der Probanden zu Beginn durch die noch unbekannte
Studiensituation verglichen zum Studienende wider (WeiBler-Kittel-Effekt) [331].
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Anders als die hier beschriebene experimentelle Studie konnte die Querschnittsstudie von
Trevisan et al. [332] an italienischen Méannern und Frauen eine inverse Korrelation zwischen dem
Olivenoélverzehr und dem SBD nachweisen. Eine solche Assoziation wurde vorher bereits in einer
amerikanischen Querschnittsstudie an Mannern fiir SBD und zusitzlich DBD beobachtet [333].
Mehrere Interventionsstudien bestirken diesen Zusammenhang [334-336]. So zeigte beispielsweise
Ferrara et al. [334], dass eine sechsmonatige olivendlreiche Erndhrung im Vergleich zu einer Didt
reich an mehrfach ungesittigten Fettsduren (PUFA) SBD und DBD bei Hypertonikern senkt und
dadurch die medikamentése Behandlung reduziert werden kann. Die Reduktion des SBD und DBD
aufgrund des Ersatzes von gesittigten Fettsduren (SFA) oder Kohlenhydraten zu Gunsten von
einfach ungesittigten Fettsduren (MUFA) in der Didt wurde von Perez-Jimenez et al. [182] auf
3 - 10 % zusammengefasst. Beim Vergleich einer dreiwdchigen téglichen Applikation von 50 ml
phenolarmem sowie phenolreichem Olivendl stellte sich nach beiden Interventionen eine Senkung
des SBD bei hypertensiven stabilen CVD-Patienten ein. Dabei fiel die Reduktion des SBD nach
Verzehr des phenolreichen Olivendles deutlicher aus. Welche Rolle die Olivendlphenole bei
diesem Resultat spielen kdnnten, wurde jedoch nicht erortert. [294] Als mogliche Mechanismen fiir
die antihypertensive Wirkung des Olivendls wird zum einen die Modifizierung des Lipidprofils
zelluldrer Membranen durch die Nahrungsfette diskutiert. Dabei soll die Verdnderung den
Transport von Na’, Ca** und anderer Ionen durch die Membran und somit den Blutdruck
beeinflussen. [332, 337, 338] Zum anderen konnte der Olivendlkonsum iiber die Forderung der
arteriellen Freisetzung von Prostazyklinen Einfluss auf den Blutdruck nehmen [339]. Das
Ausbleiben einer antihypertensiven Wirkung des Olivendles in der vorliegenden Studie konnte auf
eine unzureichende Verzehrsmenge zuriickzufiihren sein. Wahrscheinlicher ist jedoch, dass infolge
des bereits normalen bis optimalen Blutdruckbereich [340] der Probanden ein Blutdruck-senkender
Effekt ausblieb.

8.4 Bewertung der Erndhrungserhebung und des Olivendélverzehrsverhaltens
Die Erhebung des Erndhrungsverhaltens zum Studienbeginn und jeweils am Ende der drei
Interventionsperioden mit Hilfe von 3-Tage-Erndhrungsprotokollen diente der Abschédtzung des
Einflusses von StorgroBen. Die Erndhrungsweise sollte sich aufgrund der Studie nicht wesentlich
verdndern, um einen mdglichen Einfluss auf die gemessenen Biomarker ausschlieBlich auf den
Konsum der Phenole im Olivendl zuriickfithren zu konnen. AuBBerdem diente die Protokollierung
der Kontrolle der vorgegebenen Erndhrungsrichtlinien und der Uberpriifung, ob das Olivendl der

Anweisung entsprechend mit anderen Nahrungsfetten substituiert wurde.

Die Beurteilung der Validitit der Erndhrungserhebung erfolgte auf der Grundlage des von einer
Subpopulation (n = 38) parallel gefiihrten 7-Tage-Aktivititsprotokolls. Dieses Aktivititsprotokoll
wurde gegen die Isotopendilutionsmethode mit doppelt stabil markiertem Wasser, als Goldstandard

der Bestimmung des Energieverbrauches, validiert und zeigte mit einem Korrelationskoeffizienten



DISKUSSION 81

von r = 0,880 (p < 0,001) eine hohe Ubereinstimmung [291]. Folglich bildete es eine gute
Grundlage fiir die Beurteilung des verwendeten 3-Tage-Erndhrungsprotokolls.

Die Energieaufnahme der Subpopulation betrug 2803 + 692 kcal/d und der Energieverbrauch
3131 + 634 kcal/d, was in einer mittleren Differenz von -328 + 699 kcal/d resultierte. Beide
Protokollmethoden korrelieren mit einem Korrelationskoeffizienten von r = 0,444 (p < 0,001) gut
miteinander. Im Vergleich dazu schwanken die postulierten Korrelationskoeffizienten
verschiedener Erndhrungserhebungsmethoden direkt getestet gegen die Isotopendilutionsmetode
mit doppelt stabil markiertem Wasser zwischen 0,46 und 0,86 [341-343] oder liegen noch darunter
[344, 345].

Aus der negativen Differenz von -328 + 699 kcal/d zwischen Energieaufnahme und -verbrauch
kann geschlussfolgert werden, dass das vorliegende Erndhrungsprotokoll die tatsdchliche
Energiezufuhr leicht unterschitzte. Dieses ,,missreporting” kann aus der erhebungsbedingten
Verdnderung der Erndhrungsgewohnheiten oder aus bewussten oder unbewussten Fehlangaben der
Probanden resultieren. In dieser Subpopulation zeigte, entgegen der von Tomayasu et al. [346]
publizierten inversen Beziehung zwischen dem Alter und der Genauigkeit der protokollierten
Energiezufuhr, bei dieser Analyse das Alter der Probanden keinen Einfluss. Allerdings konnte eine
negative Assoziation zwischen dem BMI und der Differenz zwischen Energieaufnahme und
-verbrauch ermittelt werden, was darauf hindeutet, dass mit steigendem BMI die tatsdchliche
Energieaufnahme zunehmend unterschitzt wurde. Dieses Ergebnis geht einher mit Studien, die
eine hohere Validitit des ermittelten Erndhrungsverhaltens bei schlanken Personen [347] und eine

geringere Validitét bei adipdsen Probanden [348] belegten.

Das Erndhrungsverhalten innerhalb der drei Randomisierungsgruppen unterschied sich zu Baseline
nicht voneinander, was fiir eine erfolgreiche Randomisierung spricht und die Vergleichbarkeit der

drei Gruppen zulédsst.

Im Studienverlauf, im Vergleich der Oliven6l- und Nicht-Olivendlverzehrsperiode sowie im
Vergleich der drei Interventionen zeigte sich in der Energiezufuhr keine signifikante Verdnderung.
Die Fettaufnahme war zu Beginn der Studie geringer als im Zeitraum mit Olivendlverzehr. Die
signifikant erhohte Fettzufuhr beruhte auf der Tatsache, dass die Probanden nicht in der Lage
waren, die drei Olivendle mit den gewohnlich verzehrten Fetten zu substituieren. Entgegen der
Anweisung wurden die Olivendle supplementiert. Damit einhergehend verminderte sich die
Kohlenhydrat- und Proteinaufnahme. Innerhalb der Interventionen mit raffiniertem, gemischtem
und nativem Ol variierte die Aufnahme der Hauptnihrstoffe Kohlenhydrate und Fett nicht.
AusschlieBlich die Proteinzufuhr unterschied sich zwischen den Olen, was als zufillige
Veranderung eingestuft werden kann.

Die ermittelte Energiezufuhr iiber Kohlenhydrate (48,3 Energie-%), Fett (34,0 Energie-%) und
Protein (14,9 Energie-%) zu Beginn der Studie ohne Olivendlverzehr entspricht anndhernd den in
der Einkommens- und Verbrauchsstichprobe berechneten Anteilen fiir deutsche Ménner. Diese

variieren in den Altergruppen von 19 - 65 Jahren fiir Kohlenhydrate von 41,7 - 49,5 Energie-%, fiir
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Fett von 34,8 - 37,8 Energie-% und fiir Protein von 13,4 - 13,9 Energie-%. [349] Im Vergleich zu
den Richtwerten fiir die Zufuhr der Hauptnihrstoffe der Deutschen Gesellschaft fiir Erndhrung
[350] lag der verzehrte Kohlenhydratanteil mit 45 - 48 Energie-% pro Tag (vgl. Tab. 11.2, Anhang
11.5) im gesamten Studienverlauf unter den empfohlenen > 50 Energie-% pro Tag. Die
Fettaufnahme, die durch den Olivendlkonsum zusétzlich erhoht wurde, bewegte sich mit
34 - 38 Energie-% pro Tag iiber der empfohlenen téglichen Zufuhr von 30 Energie-%. Das
entsprach jedoch dem Fettverzehr in den mediterranen Landern (33 - 40 Energie-%) [182].

Der dominierende Anteil der SFA zu Studienbeginn verminderte sich in der Interventionsperiode
zu Gunsten der MUFA. Die Zufuhr der PUFA blieb im Untersuchungszeitraum ohne und mit
Olivenolverzehr konstant. Die Zunahme des MUFA-Anteils in der Erndhrung ist auf die
Applikation des MUFA-reichen Olivenoéles zuriickzufiihren, deren Fettsdureprofil wie folgt aussah:
14,2 - 14,5 % SFA, 80,3 - 81,8 % MUFA, 3,7 - 5,2 % PUFA (vgl. Tab. 6.4, Kapitel 6.4.1). Die
Olsiurezufuhr verhielt sich analog der MUFA-Aufnahme. Im Zeitraum ohne Olivendl war der
Anteil an der Gesamtfettzufuhr geringer als in der Olivendlverzehrsperiode. Diese Verdnderung
basiert ebenfalls auf dem Konsum des Olivendles. Olsiure ist mit einem Anteil von 79 - 80 % die
dominierende MUFA im Olivenol.

Die Fettsdurezusammensetzung der Nahrung bestand zu Studienbeginn aus 14,3 Energie-% SFA,
11,8 Energie-% MUFA und 4,8 Energie-% PUFA. Im Vergleich dazu ermittelte die Einkommens-
und Verbrauchsstichprobe fiir deutschen Ménner in der entsprechenden Altersgruppe eine
Fettsdurekomposition der Nahrung von SFA 13,3 - 14,9 Energie-%, MUFA 11,7 - 13,5 Energie-%
und PUFA 6,8 - 7,3 Energie-% [349]. Wihrend die PUFA-Zufuhr in der vorliegenden
Studienpopulation geringer ist, kongruieren die Anteile an der Energieaufnahme fiir SFA und
MUFA. Aufgrund des Olivendlverzehrs stieg der MUFA-Anteil auf 16,4 Energie-%, was der
unteren Grenze des postulierten MUFA-Anteils in den mediterranen Léindern von
16 - 29 Energie-% entspricht. Die SFA-Aufnahme lag mit 13,1 Energie-% iiber und die
PUFA-Aufnahme mit 4,8 Energie-% unter den Zufuhranteilen in den mediterranen Regionen
(SFA: < 8 Energie-%, PUFA: <7 Energie-%). [182]

Das Verhiltnis von SFA zu MUFA in der Nicht-Olivendl- zur Olivendlverzehrsperiode verschob
sich von 1,2 auf 0,8. Das gesunkene Verhiltnis von SFA zu MUFA aufgrund des Olivendlverzehrs
stellt eine Anndherung an das beschriebene Verhiltnis in der traditionellen mediterranen Didt von
0,5 bis 0,25 dar [8, 180, 351]. Durch die gleichbleibende PUFA-Aufnahme verringert sich ebenfalls
das Verhiltnis von gesittigten zu ungesittigten Fettsduren von 0,9 in den Wochen ohne Olivenol
auf 0,6 mit Olivendlkonsum. Aufgrund des Olivendlverzehrs wurde eine Adaption an das von der
Deutschen Gesellschaft fiir Erndhrung empfohlene Verhiltnis von gesittigten zu ungeséttigten

Fettsduren von 0,5 erreicht [350].

Innerhalb der Verzehrsphasen mit raffiniertem, gemischtem und nativem Olivendl konnte kein
Unterschied in der SFA-, MUFA- und PUFA- und Olsiureaufnahme beobachtet werden, was

vermutlich auf der gleichen Fettsiurekomposition der drei Ole beruht.
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Insgesamt gesehen, hat sich das Verhiltnis der Fettsduren zueinander aufgrund des
Olivenolverzehrs verbessert, jedoch ist die Aufnahme von Fett ungiinstig gestiegen. Diese
Fettsupplementierung fand im statistischen Modell fiir die Ermittlung des Interventions-, Olivendl-
und Phenoleffektes Beriicksichtigung. Die nachfolgend diskutierten Ergebnisse zeigten sich jedoch
unabhéngig von der Adjustierung fiir die Fettdifferenz, woraus geschlussfolgert werden kann, dass
die Fettsupplementierung anstelle der geforderten Substitution keine Auswirkung auf die

ermittelten Ergebnisse hatte.

Ebenfalls auf den Olivendlkonsum zuriickzufiihren ist die hohere Vitamin-E-Aufnahme in den
Phasen mit Olivendlkonsum im Vergleich zu den Kontrollwochen. Diese Verédnderung war bereits
bei der Analyse der Erndhrungserhebungen in chronologischer Reihenfolge ersichtlich. Trotz der
gestiegenen Vitamin-E-Aufnahme durch den Olivendlverzehr lag die Zufuhr variierend zwischen
9,4 - 11,7 mg/d (vgl. Tab. 11.2, Anhang 11.5) unter den Richtwerten der Deutschen Gesellschaft
fiir Erndhrung, die eine tigliche Aufnahme von 13 - 15 mg/d fiir die Altergruppe 20 - 60 Jahre
empfiehlt [350]. Auch im Vergleich zu den Angaben aus der Einkommens- und
Verbrauchsstichprobe, die in dieser Altergruppe eine Aufnahme von 14,5 - 17,7 mg dokumentiert
[349], nimmt die vorliegende Studienpopulation weniger Vitamin E zu sich. Ebenso variierte die
Vitamin-E-Zufuhr nach raffiniertem, gemischtem und nativem Olivendl, wobei es sich wohl eher
um eine zuféllige Verdnderung handelt, da sich die Olivendle im Vitamin-E-Gehalt nicht

unterschieden.

Ein Grofiteil der Probanden, die zu ihrem Olivendlverzehrsverhalten gefragt wurden (n = 38),
hatten bereits vor Studienbeginn Olivendl konsumiert und im eigenen Haushalt verwendet. Dieser
hohe Anteil konnte auf einem Selektionsbias bei der Probandenrekrutierung basieren, der darauf
beruht, dass sich iiberwiegend Probanden meldeten, die sich fiir das Studienthema interessierten
und eine erhohte Akzeptanz gegeniiber Olivendlkonsum aufwiesen. Nach Ablauf der Studie
konnten sich weitere 5,3 % vorstellen, Olivendl in ihre habituelle Erndhrung zu integrieren. Der
Kauf der phenolreichen nativen und extra nativen Olivendlsorten wurde priferiert. Der hohere
Phenolgehalt in nativem und extra nativem Ol resultiert in einem kriiftigeren Olivengeschmack
sowie in einem satteren Griinton des Olivendles. Jedoch bevorzugte mehr als ein Drittel einen
milden Olivengeschmack. Trotz der Tatsache, dass diese ausgewéhlte Studienpopulation eine hohe
Akzeptanz Olivenol gegeniiber aufweist, liegt der Anteil an sonstigen pflanzlichen Speisefetten und
-6len in der Nahrung fiir deutsche Ménner und Frauen deutlich unter dem Anteil von Butter und
Margarine [349].
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8.5 Blutlipide

Die Serumspiegel von Gesamtcholesterin (tChol), HDL-Cholesterin (HDL-C), LDL-Cholesterin
(LDL-C) und Triglyzeriden (TG) sind anerkannte Biomarker fiir das CVD-Risiko, deren
Verdnderung auf kardioprotektive Wirkungen von Lebensmitteln hinweisen konnen.
Epidemiologische Studien belegen, dass bei Personen mit erhohten tChol-, LDL-C- und
TG-Konzentrationen im Blut das Arterioskleroserisiko steigt. Im Gegensatz dazu mindert ein hoher
HDL-C-Spiegel dieses Risiko. [1, 352-354]

Interventionseffekt

Im Verlauf der Studiendurchfiihrung blieben die Blutlipide tChol, LDL-C und TG anndhernd
konstant. Im Vergleich zu deren angegebenen Referenzwerten [313] deutete kein Parameter auf ein
erhohtes CVD-Risiko. Lediglich HDL-C stieg geringfiigig von 1,34 (1,31; 1,38) mmol/l auf
1,42 (1,39; 1,46) mmol/l. Der basale HDL-C-Spiegel lag folglich unter dem Referenzbereich von

1,4 mmol/l. In dieser marginalen Erhéhung konnte sich der insgesamt neunwdchige

Olivendlverzehr widerspiegeln. Der positive Effekt, der in den Interventionswochen erzielt wurde,
iiberwog die Senkung in den Wash out-Phasen und fiihrt somit zu einem Anstieg iiber den

Studienverlauf hinweg.

Olivenoleffekt

Der Vergleich der Verdnderungen in der Run in-Phase ohne Olivendlverzehr und der
Interventionsperiode mit raffiniertem Olivendlverzehr zeigte beim HDL-C und LDL-C keinen
Unterschied. AusschlieBlich der tChol- und TG-Spiegel wurde nach Olivendlkonsum signifikant
gemindert. Diese Verdnderung der Blutlipidspiegel ging einher mit einer gestiegenen Fettaufnahme
in der Olivendlintervention, wahrend die Kohlenhydrat- und Proteinzufuhr sank. Die Wirkung des
Olivenodlverzehrs auf die Blutlipide zeigte sich jedoch unabhéngig von der erhéhten Fettzufuhr.
Gleichzeitig stieg aufgrund des Olivendlverzehrs die MUFA- sowie Olsiureaufnahme zu Lasten
von SFA bei unveridnderter PUFA-Aufnahme.

Eine MUFA-reiche Erndhrung konnte bereits mit einem niedrigeren kardiovaskuldren Risikoprofil
assoziiert werden [184, 189, 332, 355]. So zeigte der Austausch von SFA mit MUFA eine tChol-
und LDL-C-senkende Wirkung [356-359], wihrend eine SFA-reiche Didt die Serumkonzentration
von tChol erhohte [332, 360]. Kris-Etherton et al. [361] beobachteten aufgrund einer 24-tigigen
olivendlreichen Ermédhrung (21 Energie-%) eine 10 %-ige tChol- sowie eine 14 %-ige
LDL-C-Reduktion. Ein dhnliches Ergebnis mit einer tChol und LDL-C-Minderung um 8 % bzw.
15 % erzielte Williams [362] nach einer achtwochigen MUFA-reichen Didt (24 Energie-%).
Vielzéhlig publizierte Interventionsstudien bestétigen diese tChol- und LDL-C-senkende Wirkung
nach mindestens dreiwdchigem Olivenolverzehr im Gegensatz zu einem hohen Anteil an SFA in
der Erndhrung [363-368]. Im Vergleich dazu konnte trotz geringerem MUFA-Anteil in der
Erndhrung, als bei Kris-Etherton et al. und Williams beschrieben, in der vorliegenden Studie eine
Senkung des tChol-Spiegels um 4 % erzielt werden, wahrend LDL-C unverdndert blieb. Bei
Nydahl et al. [369] und Coudhury et al. [370] konnte der mehrwdochige Olivendlverzehr ebenso das
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Serum-LDL-C nicht beeinflussen. Dabei sollte erwihnt werden, dass in beiden Studien Olivendl
auch keine Wirkung auf die anderen Blutlipide hatte.

Im iiberwiegenden Anteil veroffentlichter Studien [359-365, 367, 369, 370] zeigte sich das Serum-
HDL-C durch mehrwdchige olivendlreiche Erndhrungsweise unbeeinflusst, was das eigene
Ergebnis ebenfalls widerspiegelt. In der von Kratz el al. [366] beschriebenen Studie resultierte der
teilweise Ersatz von SFA mit Olivendl sogar in einer verminderten HDL-C-Konzentration im Blut.
Im Gegensatz dazu kamen Moreno & Mitjavila [371] zu dem Schluss, dass eine der
kardioprotektiven FEigenschaften des Olivendlverzehrs auf der HDL-C-erhohenden Wirkung
beruht. Was ebensfalls die Resultate von Mata et al. [368] und Mensink et al. [372] widerspiegeln.
Die Auswertung verschiedener prospektiver Studien zeigte eine um 2 - 3 % sinkende Inzidenz an
KHK bei Erh6hung der HDL-C-Konzentration um 0,026 mmol/l [354].

Die Serum-TG blieben beim Ersatz von SFA in der Erndhrung zu Gunsten von MUFA laut der
Meta-Analyse von Gardner & Kraemer [360] sowie in anderen Studien [356, 359] unberiihrt.
Andererseits konnte Kris-Etherton et al. [361] nach olivendlreicher Didt eine TG-Reduktion um
13 % erzielen, was mit dem hier beschriebenen Studienergebnis konform geht. In den drei Wochen
mit Olivendlkonsum konnte TG um 10 % vermindert werden.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Aufnahme von Olivendl in die habituelle
Eméhrung durch die Verringerung des tChol- und TG-Spiegels in einer kardiprotektiven
Veranderung der Blutlipide resultierte. Allerdings sollte bei diesem Resultat beriicksichtigt werden,
dass das Studiendesign nicht dazu ausgelegt war, den Effekt des Olivendlverzehrs zu bestimmen,

sondern die Wirkung der Olivendlphenole zu ermitteln.

Phenoleffekt

Ein Zusammenhang zwischen den Blutlipiden und den steigenden Phenolgehalten der Olivenodle
wurde in der vorliegenden Studie nicht beobachtet. Es konnte lediglich ein grenzwertiger
Signifikanzwert (p = 0,055) fiir tChol berechnet werden. Jedoch spiegelt dieser eine inverse
Beziehung zwischen tChol und dem Phenolverzehr wider. Die gleiche Tendenz war fiir TG zu
erkennen. Von einer dhnlichen jedoch signifikanten Beeinflussung der TG durch phenolarmes
Olivendl berichtete Ramirez-Tortosa et al. [276]. Nach Konsum des phenolarmen Olivendles war
der TG-Gehalt im Plasma sowie im LDL-Partikel geringer als nach phenolreichem Ol, wihrend
tChol, HDL-C und LDL-C unverindert blieben. Dieser Effekt wurde ebenso bei Wiseman et al.
[259] und Ramirez-Tortosa et al. [373] im Tiermodell gezeigt. Weshalb diese Wirkung bei
phenolarmem Olivendl erzielt wurde, blieb unbeantwortet. Im Gegensatz dazu bewirkte die
Integration phenolreicher Extrakte aus griinen und schwarzen Oliven in Kombination mit einer
cholesterinreichen Diét bei Ratten eine Senkung des tChol sowie des LDL-C [374].

Andere Studien eruierten dagegen eine Verdnderung des HDL-C-Spiegels. So konnten im
Tiermodell nach Applikation phenolreichen Olivendles [375], phenolreichen Extrakten aus griinen
und schwarzen Oliven [374], phenolreichen Pflanzenextraktes [376] und flavonoidhaltiger
Supplemente [377] sowie in humanen Interventionsstudien nach Verabreichung phenolreichen

Olivendles [310], Kakao [378] und Saftes [379] ein giinstigerer HDL-C-Spiegel erzielt werden.
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Weinbrenner et al. [311] ermittelte dariiber hinaus einen tendenziellen Anstieg des HDL-C mit
zunchmendem Phenolgehalt der Olivendle. Uber die Mechanismen, auf denen die Beeinflussung
der Blutlipide beruhen konnten, wurde bisher nur spekulativ eingegangen. So sicht
Weinbrenner et al. [311] eine mogliche Interaktion mit der Lipoproteinlipase-Aktivitit. Neben den
beschriebenen Wirkungen wurden gleichzeitig Humanstudien publiziert, die mit den Ergebnissen
der vorliegenden Arbeit konform gehen und keinen Phenoleffekt der Olivendle auf die Blutlipide
dokumentieren [246, 278, 294]. Demnach konnte Fito et al. [294] beim Vergleich des
dreiwdchigen Verzehrs von 50 ml phenolreichem mit phenolarmem Olivendl bei Ménnern mit
stabiler CVD keinen Unterschied im Blutlipidspiegel feststellen. Bestitigung fand dieses Resultat
durch die Interventionsstudie mit gesunden Méannern und Frauen von Vissers und Kollegen [278],
die ebenso nach drei Wochen 50 ml phenolreichem und phenolarmem Olivendlverzehr keinen
Phenoleffekt auf tChol, HDL und LDL nachwiesen.

8.6 Lipidperoxidation

Biomarker, die den oxidativen Stress im Organismus widerspiegeln, dienen als Indikatoren fiir die
Pathogenese von oxidativem Stress assoziierten Erkrankungen. Die direkte Messung von reaktiven
Sauerstoffspezies erweist sich aufgrund der vorwiegend hohen Reaktionsfreudigkeit und der daraus
folgenden geringen Halbwertszeit sowie durch den Mangel an ausreichend sensitiven
Nachweismethoden fiir die geringen in Zellen vorherrschenden Konzentrationen als schwierig.
Folglich hat sich die Bestimmung von stabilen Reaktionsprodukten resultierend aus der Reaktion
von ROS mit Lipiden, Proteinen und DNS sowie von endogenen und exogenen Antioxidantien als
indirekte Methode zur Beurteilung des oxidativen Stresses etabliert. [380] Ein geeigneter
Biomarker muss neben der Indikatorfunktion fiir die Pathogenese der Erkrankung weitere Kriterien

erfiillen, welche in Tabelle 8.1 zusammengefasst werden.

Tab. 8.1: Kriterien fiir einen idealen Biomarker zur Beurteilung des oxidativen Stresses
[modifiziert nach 62]

Kriterien

o Indikator fiir die Pathogenese der Erkrankung oder fiir die untersuchte Fragestellung

« spiegelt ein biologisches Ereignis wider, welches in Bezug zur Pathogenese der Erkrankung steht

o unterliegt im gleichen Individum unter gleichen Bedingungen zu unterschiedlichen Zeitpunkten
keinen groen Schwankungen

« weist direkten Bezug zu Ereignissen in einer kurzen Zeitperiode auf oder spiegelt die Verflechtung
von Ereignissen iiber eine definierte Zeitperiode wider

o gewidhrleistet identische Ergebnisse bei der Analyse gleicher Proben in verschiedenen Laboratorien

o unterliegt keiner Beeinflussung durch die Ernédhrung

« unterliegt keinenVerénderungen wéhrend der Aufbewahrung des Probenmateriales

e vorzugsweise nicht-invasive Probengewinnung

o geringe Kosten fiir die Probenanalyse sowie Messung hoher Probenanzahlen in einem
angemessenem Zeitraum

Bei der Vielzahl an Reaktionsmoglichkeiten von ROS ldsst die Analyse nur eines Biomarkers keine

eindeutige Schlussfolgerung beziiglich der oxidativen Stresssituation im Organismus zu. Vielmehr
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ist die Analyse mehrerer Parameter notwendig [72]. AuBBerdem divergieren die Aussagen in der
Literatur {iber die Eignung der verschiedenen Marker, was zusétzlich fiir die Messung mehrerer
Parameter spricht, um damit einen umfassenden Blick auf die Redox-Situation im Organismus zu
ermdglichen. Dieser Anforderung konnte in der vorliegenden Studie durch die Messung von
verschiedenen Markern der Lipidperoxidation ergénzend durch die Bestimmung antioxidativer
Enzyme sowie von reduziertem/oxidiertem Glutathion entsprochen werden.

Zur Beurteilung der Lipidperoxidation in vivo wurde der Grad der Peroxidation in Lipoproteinen
im Blut anhand der Analyse von ungesittigten Fettsdureradikalen mit konjugierter Dien-Struktur
im LDL (CD) und oxidierten LDL-Partikeln (oxLDL) eruiert sowie die immunologische Reaktion
auf oxLLDL durch die Bildung von oxLDL-Antikérpern (OLAB) bestimmt. Zusitzlich wurden im
Blut F,-Isoprostane (F,-Isop) resultierend aus der Archidonsédure-Peroxidation [110] und Hydroxy-
fettsduren (OHFA) als Marker der Peroxidation von einfach und mehrfach ungesittigten Fettsduren
analysiert [122]. Erhohte Spiegel dieser Marker im menschlichen Organismus wurden bereits mit
verschiedenen kardiovaskuldaren Risikofaktoren [113, 118, 119, 129] assoziiert, bei CVD-Patienten
nachgewiesen [46, 104] oder direkt in arteriosklerotischen Lasionen detektiert [48, 112, 126].

Interventionseffekt

Im Studienverlauf zeigten sich die ausgewéhlten Marker der Lipidperoxidation unverdndert.
AusschlieBlich  Fp-Isop sank im chronologischen Verlauf der Blutabnahmen von
29,6 (28,8; 30,4) ng/l auf 27,0 (26,3; 27,6) ng/l. Moore & Roberts [108] beobachteten bei der
Analyse von frischen und mehrmonatigen bei -20 °C verwahrten Plasmaproben bei den Letzteren
eine hohere Isoprostan-Konzentration, die auf eine nicht-enzymatische Autoxidation der
Arachidonsdure im Plasma zuriickgefithrt wurde. Dieses Ergebnis konnte trotz der
Probenaufbewahrung bei -80 °C erkldren, weshalb die ersten Plasmaproben aus der vorliegenden
Studie mit folglich lidngerer Lagerzeit bis zur gemeinsamen Messung aller Blutproben nach

Studienabschluss eine geringfligig hohere Konzentration aufwiesen als die letzten Plasmaproben.

Olivenoleffekt

Verschiedene Arbeitsgruppen konnten belegen, dass die Fettsdurezusammensetzung der Nahrung
die Fettsdurekomposition im Korpergewebe vor allem in den Membranen sowie in den
Lipoproteinen widerspiegelt und somit einen Einfluss auf die Resistenz gegeniiber oxidativen
Schiadigungen im Organismus ausiibt. So zeigen in vitro [381], Tier- [382] und Humanstudien
[319, 383-385], dass nach einer MUFA-reichen oder speziell 6lsdurereichen Didt die MUFA- bzw.
Ols#urekonzentration in den Lipoproteinen ansteigt. Da die Oxidation von Olsiure, im Gegensatz
zu Linol-, Linolen- und Arachidonsdure, in geringerem Umfang stattfindet, reduziert eine hdhere
Olsiurekonzentration im LDL dessen Anfilligkeit gegeniiber Oxidation. Dies #ufert sich in einer
reduzierten Bildung von CD sowie anderer Lipidperoxidationsprodukten. [319, 383-385] Des
Weiteren resultiert die Oxidation von Olsiure in relativ stabilen Produkten [319], wohingegen die
Oxidationsprodukte der Linol- und Arachidonsdure eine bioaktive Wirkung zeigen kdnnen [383,

386]. So konnte Tsimikas et al. [383] nach achtwochigem Verzehr einer 6lsdurereichen Diét durch
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gesunde Probanden zum einen zeigen, dass sich die Olsiurekonzentration in den LDL-Partikeln
erhohte und zum anderen, dass diese Partikel die Chemotaxis von Monozyten und deren Adhésion
an Endothelzellen um jeweils 52 % und 77 % im Vergleich zu linolensdurereichen LDL-Partikeln
reduzierte. Ebenfalls an gesunden Probanden beobachteten Mata und Kollegen [387] nach
finfwochiger MUFA-reichen Didt eine hohere ex vivo LDL-Resistenz gegeniiber oxidativen
Modifikationen und eine niedrigere LDL-induzierte Monozytenadhédsion an Endothelzellen im
Vergleich zu hohen SFA- und PUFA-Anteilen in der Ernéhrung.

Anhand dieser Ergebnisse hitte vermutet werden konnen, dass sich die verdnderte
Fettsdurekomposition in der Phase mit Olivendlverzehr auf die analysierten Lipidperoxidations-
marker auswirkt. Bei den gesunden Ménnern in der vorliegenden Studie hatte jedoch die
Integration des Olivendles in die habituelle Erndhrungsweise keine Beeinflussung von oxLDL,
OLAB, CD, OHFA und F,-Isop zur Folge. Die ausbleibende Wirkung konnte auf der Tatsache
beruhen, dass die beschriebenen Ergebnisse Vergleiche zwischen einer 6lsdure- und linolsdure-
reichen bzw. MUFA- und PUFA-reichen Didt dokumentieren und sich in der vorliegenden Studie
im Interventionszeitraum die MUFA-Zufuhr zu Lasten der SFA-Zufuhr erhohte, jedoch die
PUFA-Aufnahme anndhernd gleich blieb.

Phenoleffekt

Ergebnisse aus in vitro [16, 17, 252, 256] und Tierstudien [257, 259, 260] deuten darauf hin, dass
die phenolischen Verbindungen im Olivendl LDL vor oxidativen Modifikationen schiitzen. Nach
Esterbauer [261, 262] soll die Konzentration von Antioxidantien im LDL den Umfang der
oxidativen Modifikation des LDL-Partikels bestimmen. Dieser beschrieb die Kinetik der
induzierten LDL-Oxidation in den drei aufeinanderfolgenden Phasen Lag-Phase,

Propagationsphase und Dekompositionsphase (siche Abb. 8.1).
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Abb. 8.1: Verlauf der Kupfer-induzierten Bildung konjugierter Diene im LDL-Partikel
[modifiziert nach 262]

In der Lag-Phase werden die endogenen Antioxidantien verbraucht, was in einer langsam fortschreitenden
Oxidation resultiert. Die Bildung konjugierter Diene nimmt in der Propagationsphase stark zu und erreicht
ihr Maximum. In der Dekompositionsphase unterliegen die konjugierten Diene Abbaureaktionen u.a. zu
Aldehyden, Alkoholen und Epoxiden.
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In der Lag-Phase reagieren die Antioxidantien im LDL mit den Lipidperoxylradikalen und
iiberfithren diese in einen nichtradikalischen Zustand. Folglich wird die Propagationsphase
gehemmt. Mit abnehmender Konzentration der Antioxidantien im LDL nimmt der Umfang der
Kettenreaktion zu, bis es eine maximale Autoxidationsrate erreicht. Der Gehalt an
Lipidhydroperoxiden im LDL ist maximal, wenn 70 - 80 % der PUFA oxidiert sind. Daran schlie3t
sich die Dekompositionsphase, in der die Abbaureaktionen von Lipidhydroperoxiden im LDL u.a.
zu Aldehyden, Alkanen und Alkoholen liberwiegen. Je ldnger die Lag-Phasenverschiebung ausfillt,
desto besser ist das antioxidative Potential der Testsubstanz. So wie die Fettsdurekomposition der
Nahrung sich in den LDL-Partikeln widerspiegelt, konnten Studien belegen, dass bereits nach
einwochigem Verzehr von 25 ml phenolreichem Olivenél die Phenolkonzentration in den LDL
signifikant steigt [385, 388]. Basierend auf diesen Beobachtungen, der von Esterbauer
beschriebenen Kinetik der LDL-Oxidation und der in in vitro und in Tierstudien dokumentierten
antioxidativen Wirkung der Olivendlphenole, konnte angenommen werden, dass mit steigender
Aufnahme phenolischer Verbindungen die LDL-Oxidation auch in vivo gehemmt wird.

In der vorliegenden Studie konnte dies jedoch nicht gezeigt werden. Der oXLDL-Spiegel im Serum
sowie die Bildung entsprechender Antikdrper konnte durch den jeweils dreiwdchigen Verzehr des
gemischten und nativen Olivendles nicht gesenkt werden. Interventionsstudien einer spanischen
Arbeitsgruppe an gesunden jungen Minnern zeigten jedoch, dass ein dreiwdchiger [310] sowie
bereits ein viertdgiger [311] Verzehr von 25 ml Oliven6l mit keinem, mittlerem und hohem
Phenolgehalt eine von der Phenolkonzentration abhéngige oxLDL-Senkung im Plasma bewirkte.
Ebenfalls bei Méannern mit stabiler KHK resultierte ein dreiwochiger Verzehr von téglich 50 ml
nativem Olivenol im Vergleich zu raffiniertem Olivendl in einer Reduktion des oxLDL-Spiegels
[294]. Studien zu den postprandialen Effekten der Olivendlphenole bei gesunden Ménnern zeigten
kontrdre Ergebnisse. Nach einmaliger Applikation von 25 ml Olivendl mit drei verschiedenen
Phenolkonzentrationen blieb der oxLDL-Spiegel unveriandert [246, 311], nach 40 ml stieg jedoch
die oxLDL-Konzentration bei phenolfreiem Olivendl [389]. Eine postprandiale oxLDL-Reduktion
innerhalb der ersten 6 Stunden nach Olivendlverzehr mit mittlerem und hohem Phenolgehalt

konnte erst beobachtet werden, wenn ein viertdgiger Olivenodlverzehr voran ging [311].

Der ausbleibende Phenoleffekt auf den OLAB-Spiegel in der hier beschriebenen Studie befindet
sich im Einklang mit den Ergebnissen von Marrugat et al. [310] und Fito et al. [294]. Bei Méannern
mit stabiler KHK als auch bei Gesunden zeigte ein dreiwdchiger Olkonsum mit unterschiedlichem
Phenolgehalt keinen Einfluss. Einzig eine postprandiale Senkung der OLAB-Konzentration nach
40 ml gemischtem sowie nativem Olivendl konnte eruiert werden [389]. Die grofle
interindividuelle Variabilitit der Messwerte wurde neben der vorliegenden auch in anderen Studien
beobachtet [310, 390], was den fehlenden Phenoleffekt erkldren konnte. Ferner sollte erwéhnt
werden, dass die Datenlage beziiglich der klinischen Signifikanz von OLAB aus Tier- und
Humansstudien inkonsistent ist [46, 99]. AuBerdem ist noch fraglich, ob die Immunantwort auf
oxLDL proatherogen oder antiatherogen in vivo wirkt [391]. Es wurde die Hypothese generiert,
dass die physiologische Rolle der OLAB das Entfernen von oxLDL aus der Blutzirkulation und
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moglicherweise auch aus der Arterienwand umfasst [99]. Dementsprechend wurde eine inverse
Korrelation zwischen OLAB und oxLDL bei gesunden Probanden beobachtet [392] sowie eine
verminderte Aufnahme von oxLDL durch die Makrophagen aufgrund blockierter Bindungs-
moglichkeit zum Scavenger-Rezeptor [393, 394]. Aber ebenso wurde fiir einige spezifische
oxLDL-Antikorper Gegenteiliges berichtet [99, 395]. Moglicherweise spielt in den verschiedenen
Stadien der Arterioskleroseentstehung die OLAB-Bildung eine unterschiedliche Rolle [99].

Die CD-Konzentration im LDL ist ein Indikator fiir die Oxidation von zirkulierenden
LDL-Partikeln [106]. Die Isomerisierungsreaktion im Lipidalkylradikal, bei der eine isolierte
Doppelbindung in eine konjugierte Doppelbindung {iberfiihrt wird, findet direkt nach der
Initiationsreaktion und somit frithzeitig im Geschehen der Lipidperoxidation statt [49]. Die
Konzentration von CD wurde in vorangegangenen Interventionsstudien, die den Einfluss der
Olivendlphenole untersuchten, ausschlieSlich bei der ex vivo LDL-Oxidation ermittelt. Dabei wird
meist die Lénge der Lag-Phase, die Konzentration der CD im LDL und die Oxidationsrate
(mol CD/ min/ mol LDL) gleichzeitig ermittelt. Eine Verldngerung der Lag-Phase bis zur
exponentiell zunehmenden CD-Bildung sowie einen verminderten CD-Gehalt im LDL zeigte sich
nach extra nativem Olivendlverzehr bei gesunden Ménnern und Frauen [304, 385, 396]. Eine
langere Lag-Phase, jedoch ohne Beeinflussung der CD-Konzentration, wurde bei Hyperlipidamie
Patienten beobachtet, die liber vier Wochen téglich 20 g extra natives Olivenoél in ihre Erndhrung
integrierten [277]. Marrugat et al. [310] ermittelte sogar eine positive Assoziation zwischen
aufgenommener Menge an Phenolen aus dem Olivendl und Verldngerung der Lag-Phase der
LDL-Oxidation, wahrend sich die maximale CD-Konzentration und die Oxidationsrate davon
unabhingig zeigte. Eine hohere LDL-Resistenz gegeniiber oxidativen Modifikationen konnte auch
postprandial nach Einnahme von 50 ml extra nativem phenolreichen Olivendl nachgewiesen
werden, was sich in der Zunahme der Lag-Phase und Oxidationsrate duBert [279, 304]. Beim
Vergleich der polaren mit der unpolaren Phenolfraktion zeigte ausschlieBlich der Verzehr des
polaren Phenolextraktes, vorwiegend OHT, T und Oleuropein-Aglykon enthaltend, eine
postprandiale Verldngerung der Lag-Phase [279]. In ex vivo Versuchen wiesen die Olivendlphenole
beziiglich der LDL-Oxidation sogar ein héheres antioxidatives Potential auf als a-Tocopherol [16,
17]. In der vorliegenden Studie wurde die in vivo CD-Bildung im LDL durch die vermehrte
Phenolaufnahme jedoch nicht beeinflusst. Dieses Ergebnis findet ausschlielich durch die Studie
von Moschandreas et al. [397] Bestdtigung, bei der ebenfalls ein dreiwdchiger Verzehr eines
phenolreichen Olivendles die ex vivo CD-Bildung im LDL nicht reduziert sowie die Lag-Phase

nicht verléngert.

Neben der direkten Bestimmung von Lipidhydroperoxiden kann auch anhand der daraus
resultierenden OHFA der Grad der Lipidperoxidation eruiert werden. Bei den Cjg-Fettsduren
Olssure, Linolsiure und Linolensiure kénnen die Hydroxygruppen an verschiedenen Stellen im
Molekiil eingefiigt werden. So bildet unter Oxidationsbedingungen die Olsiure die
Ausgangssubstanz fiir 8-, 9-, 10- und 11-OHFA, die Linolsdure fiir 9-, 10-, 12- und 13-OHFA und
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die Linolensdure fir 9-, 10- 12-, 13- 15- und 16-OHFA. Dabei umfasste der Nachweis im Plasma
freie sowie veresterte Formen und wurde als gesamt C;s-OHFA berechnet. [122] Essentiell fiir die
Analyse war dabei die Niichternblutabnahme, da eine OHFA-reiche Erndhrung die Plasmaspiegel
beeinflusst [398].

In der vorliegenden Studie konnte die OHFA-Konzentration im Plasma aufgrund der
unterschiedlichen zugefiihrten Phenolmengen iiber das Olivendl nicht beeinflusst werden. Zum
gegenwirtigen Zeitpunkt liegt keine vergleichbare Interventionsstudie vor, die ebenso den Einfluss
der Olivendlphenole auf den Lipidperoxidationmarker OHFA untersucht. Der ausbleibende
Phenoleffekt konnte moglicherweise auf die Probandenauswahl zuriickzufiihren sein (relativ junge,
gesunde, normalgewichtige Personen). Im Vergleich zu Normalgewichtigen konnte bei adipdsen
Probanden, einem Hauptrisikfaktor fiir KHK, ein deutlich hoherer OHFA-Plasmaspiegel eruiert
werden. Nach einer vierwochigen Gewichtsreduktion sanken die Plasmagehalte von 9- und
13-Hydroxy-Linolsdure jedoch signifikant. [129] Ebenso wurde bei Patienten mit
arteriosklerotischen Erkrankungen eine hoherer 9-Hydroxy-Linolsdure-Gehalt im LDL festgestellt
als bei Gesunden. Bei jungen Patienten war die Konzentration um das 20-fache hoher im Vergleich
zu jungen gesunden Probanden. Wahrend im fortgeschritteneren Alter (69 - 94 Jahre) der
OHFA-Gehalt im LDL 30- bis 100-fach hoher war als bei jungen Gesunden, war dieser bei
gleichaltrigen Kontrollen nur noch 2- bis 3-fach hdher. [130] Des Weiteren wurde mit
zunehmendem Alter eine steigende OHFA-Konzentration im LDL ermittelt [399].

F,-1sop ist ein spezifisches Endprodukt der Arachidonsdure-Peroxidation und wird héufig als der
geeignete Biomarker der Lipidperoxidation beschrieben [62, 111]. Diese kénnen in veresterter
Form vorliegen, sofern die oxidierte Arachidonséure z.B. verestert an Phospholipide war. Durch
die Enzymaktivitdt der Phospholipase werden F,-Isop in die freie Form tiberfiihrt. [70, 111, 300]
Die Analyse der F,-Isop in der vorliegenden Studie beriicksichtigte ausschlieBlich die freie Form
im Plasma. Isoprostane sind ebenfalls in Lebensmitteln nachweisbar, diese werden im Magen-
Darm-Trakt jedoch nicht ausreichend resorbiert, um die Konzentrationen in Blut und Urin zu
beeinflussen [400, 401]. Ferner soll laut Helmersson & Basu [402] sowie Kanabrocki et al. [403]
die F,-Isop-Konzentration Tagesschwankungen unterliegen sowie von Tag zu Tag variieren, was
auf Verdnderungen der oxidativen Stresssituation im Organismus zuriickgefiihrt wird [62]. Im
Rahmen dieser Studien blieben die F,-Isop-Spiegel im Blut jedoch annéhernd konstant und zeigten
sich zusitzlich unabhingig von der Menge der aufgenommenen Olivendlphenole. Ein
ausbleibender Phenoleffekt wurde ebenfalls in vorherigen Studien bei gesunden Ménnern [311]
und bei Patienten mit Stoffwechselentgleisungen [404, 405] beschrieben. Des Weiteren konnte
auch postprandial nach einer 25 ml-Applikation verschiedener Ole kein im Zusammenhang zum
Phenolgehalt verdanderter F,-Isop-Plasmaspiegel eruiert werden [246, 311]. AusschlieBlich Visioli
et al. [280] beschrieb eine inverse Assoziation zwischen der postprandialen renalen F,-Isop-
Exkretion und der verzehrten Phenolkonzentration. Beim Konsum anderer phenolreicher
Lebensmittel, wie Kakao oder griiner Tee, konnte ebenfalls die Bildung von F,-Isop durch die

Phenole nicht inhibiert werden [406, 407]. Jedoch zeigten Supplementierungen der habituellen
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Erndhrung mit hohen Dosen von antioxidativen Vitaminen (z.B. Vitamin E, C und B-Carotin) eine
Reduzierung von 25 - 37 % [408]. Als Referenzwert fiir die Plasmakonzentration der F,-Isop
wurde von Abuja & Albertini [70] 30 - 40 ng/l angegeben, was ungefahr der Angabe von Morrow
& Roberts [300] mit 35 £ 6 ng/l entspricht. Die ermittelten Werte in der vorliegenden Studie liegen
an der unteren Grenze dieser Referenzwerte oder geringfiigig darunter, was darauf zuriickzufiihren

sein konnte, dass ausschlieBlich die freien F,-Isop-Formen im Plasma analysiert wurden.

8.7 Endogene Antioxidantien

Durch endogene Bildung antioxidativ wirkender Substanzen und Enzyme ist der Organismus in der
Lage, oxidativen Stresssituationen entgegenzuwirken und den Redox-Status auszubalancieren.
Folglich konnen oxidative Modifikationen von Lipiden und damit einhergehende pathogene
Geschehen verzogert oder sogar verhindert werden. Eine niedrige Aktivitit der antioxidativ
wirkenden Enyzme Paraoxonase (PON), Superoxid Dismutase (SOD), Glutathion-Peroxidase
(GSH-Px) und Glutathion-Reduktase (GSSG-Rd) sowie eine verminderte Konzentration von
Glutathion konnte bereits bei kardiovaskulér erkrankten Personen oder bei anderen mit oxidativem

Stress assoziierten Erkrankungen nachgewiesen werden [140, 150, 151, 157, 409].

Interventionseffekt

Die Enzymaktivititen von GSH-Px, GSSG-Rd und PON blieben im chronologischen
Studienverlauf unverdndert. Jedoch zeigte sich von Baseline bis zum Studienende bei SOD und
oxidiertem Glutathion (GSSG) eine Reduktion und bei reduziertem Glutathion (GSH) sowie dem
Verhéltnis GSH/GSSG ein Anstieg. Weshalb sich diese Biomarker im Studienverlauf verdnderten,

kann nicht eindeutig beantwortet werden. Denkbar wiren aufgrund der relativ langen Studiendauer
von Januar bis Mai eventuelle jahreszeitliche Verinderungen und damit einhergehende verénderte
Lebensstilfaktoren. Ebenso konnte eine unerschiedlich lange Lagerzeit der Proben bis zur Analyse
eine Ursache sein, denn diese wurden bis zum Ende der Studie gesammelt und geschlossen
analysiert. Des Weiteren wire ein Ubungseffekt bei der Probenaufarbeitung denkbar, der sich auf
den Umfang moglicher Autoxidationsreaktionen in der Probe auswirken konnte und somit eine

Beeinflussung der Ergebnisse bewirkt.

Olivenoleffekt

PON ist eine Arylesterase, die im HDL-Partikel an Phospholipide iiber die N-terminale Sequenz
gebunden ist [410] und durch Apolipoprotein A-1 stabilisiert wird [411]. Die Bindung von PON an
den HDL-Partikel konnte erkldren, weshalb ein erhohter HDL-Spiegel mit einem niedrigeren
kardiovaskulédren Risiko assoziiert ist [1]. PON schiitzt durch Hydrolyse von Lipidperoxiden [412-
415] nicht nur LDL sondern ebenso HDL vor oxidativen Schadigungen in vitro [167, 416] sowie
im Tierversuch [417, 418]. Basierend auf verschiedenen Studienergebnissen [419-422] wird ein
direkter Effekt der Nahrungslipide auf die PON-Aktivitdt in Betracht gezogen. So konnte eine
Olsdurereiche Didt {iber eine gesteigerte HDL-Sekretion auch die PON-Aktivitdt erhdhen [420].
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Nguyen & Sok [419] testeten die Wirkung verschiedener Fettsiuren auf die durch Ascorbat/Cu**-
induzierte PON-Inaktivierung. Dabei boten SFA zu 9 - 40 % und MUFA zu 70 - 82 % einen Schutz
vor dieser Inaktivierung, wobei die Wirkung der Olsiure als am effektivsten beschrieben wurde.
Einen priventiven Effekt der PUFA konnte nicht erzielt werden. Beide Autoren gehen davon aus,
dass diese Wirkung iiber die direkte Bindung an PON realisiert wird, wobei die geometrische
Struktur einschlieBlich Anzahl und Position der Doppelbindungen der Fettsdure als mafigebend
angesehen wird. Bei gesunden Ménnern resultierte der Verzehr einer MUFA-reichen Mabhlzeit in
einer postprandialen Erhdhung der PON-Aktivitidt um 16 % [423]. Auch der dreiwdchige Konsum
von extra nativem Olivendl hatte bei ménnlichen Probanden eine gesteigerte PON-Aktivitdt zur
Folge [396]. Trotz der beschriebenen Resultate konnte in der vorliegenden Studie nach
Olivendlverzehr und der damit einhergehenden héheren MUFA- und Olséureaufnahme keine
Verdanderung in der PON-Aktivitdt eruiert werden. Dieses Ergebnis konnte mit dem ebenso
unverdnderten HDL-Spiegel sowie oxLDL-Spiegel im Zusammenhang stehen (siehe Kapitel 8.5
und 8.6). Bei der Verzehrserhebung an 654 Minnern von Tomas et al. [424] wurde eine
Assoziation zwischen hoher Olsiureaufnahme und hohem PON- und HDL-Spiegel eruiert. Dariiber
hinaus kamen die Autoren zu dem Schluss, dass der priventive Effekt der hohen Olsiurezufuhr auf
PON und HDL vorwiegend bei den Probanden ermittelt wurde, die auf dem R-Allel den PON-192
Polymorphismus aufwiesen. Inwieweit ein moglicher PON-Polymorphismus bei den eigenen
Probanden ausschlaggebend fiir das vorliegende Studienergebnis sein konnte, bleibt an dieser Stelle

unbeantwortet.

Die ubiquitdr im Organismus vorkommende SOD stellt mit der von ihr katalysierten Dismutation
von Superoxidanionen zu Wasserstoffperoxid und Sauerstoff eine erste Stufe der Pravention gegen
oxidativen Stress dar [133, 134]. Damit schiitzt SOD auBerdem die Funktion endogener
Peroxidasen, da die Superoxidanionen verschiedene Peroxidasen wie GSH-Px inhibieren [425].
Aufgrund der Integration von Olivendl in die habituelle Erndhrung konnte die Aktivitdt dieses
antioxidativen Enzyms nicht beeinflusst werden, gleichwohl wie bei PON auch fiir SOD in
verschiedenen Studien von einem Einfluss der Nahrungslipide berichtet wurde. So resultierte die
vierwochige Applikation von nativem Olivendl nach einer atherogenen fettreichen Diét in einer
Steigerung der SOD-Aktivitdt im Tierversuch [426]. Zu einem &hnlichen Ergebnis kamen
Faine et al. [427], die zusitzlich eine effektivere SOD-Stimulierung nach Verabreichung von
Olivendl in Kombination mit einer Reduktionsdidt beobachteten. Bei den Empfingern von
Nierentransplantaten in der Interventionsstudie von Stachowska et al. [428] wirkte sich die
mediterrane Erndhrungsweise mit integrierten 30 ml nativem Olivendl ebenso giinstig auf die
SOD-Aktivitit aus. Im Gegensatz dazu blieb bei Alarcon de la Lastra et al. [429] ein Effekt auf die
SOD-Aktivitdt nach sechswochigem extra nativem Olivendlverzehr aus. Des Weiteren zeigte die
Verfiitterung von Olivendl im Vergleich zu Butter, Margarine, Maiskeimol und Sonnenblumendl
keine verdnderte SOD-Konzentration [430, 431]. Wihrend bei Miret et al. [430] ein 16-wdchiger
Olivendlverzehr SOD unbeeinflusst lie3, reduziert eine Diét reich an PUFA die SOD-Aktivitdt im
Tiermodell. Die Autoren schlussfolgerten, dass der hohe PUFA-Anteil die Zunahme an
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Lipidperoxidationsprodukten bedingt, was auch in anderen Tier- und Humanstudien beschrieben
wurde [432, 433], und somit auf einen erhohten oxidativen Stress hinweist. Freie Radikale sind laut
Fujii & Taniguchi [434] in der Lage, die Expression verschiedener antioxidativer Enzyme zu
mindern. Olivendl im Gegenzug fordert die Lipidperoxidation nicht [432], was den Einfluss der
Radikale auf die Genexpression reduzieren soll [430]. Wie dargestellt sind die Ergebnisse
beziiglich des Einflusses der Nahrungslipide auf die SOD-Aktivitét inkonsistent und lassen keinen

eindeutigen Schluss zu.

Das Tripeptid GSH ist der bedeutenste nicht-enzymatische Regulator der Redox-Homeostase im
menschlichen Organismus. Zum einen kann GSH direkt mit radikalischen Verbindungen reagieren
und somit als Radikalfinger wirken und zum anderen indirekt als Cosubstrat durch kovalente
Bindung beispiclsweise an GSH-Px Hydroperoxide, Wasserstoffperoxide und elektrophile
Verbindungen unter Bildung von Glutathiondisulfid (GSSG) detoxifizieren. Basierend auf
oxidativen Stressbedingungen vermindert sich der GSH-Spiegel und es erhoht sich der Anteil von
potentiell zytotoxischen GSSG in der Zelle, was in einer Verschiebung des Thiol Redox-Status
miindet. GSSG wird entweder aus der Zelle sekretiert und extrazelluldr abgebaut, dies aktiviert die
zelluldre de novo-Synthese von GSH, oder durch die GSSG-Rd direkt wieder zu GSH reduziert.
Die Regenerierung von GSH durch GSSG-Rd ist grundlegend zur Aufrechterhaltung der
GSH-abhingigen Schutzmechanismen. [146] Die Berechnung des GSH/GSSG Verhaltnisses
liefert ein weiteres Bild vom Ausmal der oxidativen Stresssituation [72].

Bei der Analysemethode von GSH und GSSG kdnnen Autoxidationsreaktionen von GSH zu einer
falschlich erhohten GSSG-Konzentration fithren. Folglich sind aussagekriftige Ergebnisse nur bei
sofortiger Stabilisierung der Blutproben mit N-Ethylmaleimid und unverziiglichem Einfrieren der
Proben gewihrleistet [72, 435], worauf bei der Probanaufarbeitung speziell geachtet wurde.

Die Tatsache, dass Olivendl in die habituelle Erndhrung der Probanden aufgenommen wurde,
resultierte in keiner Verdnderung der GSH-abhingigen Enzyme GSH-Px und GSSG-Rd sowie
GSSG und dem GSH/GSSG Verhiltnis. Einzig der GSH-Spiegel konnte durch den Konsum des
Olivenoles beeinflusst werden. In beiden Untersuchungszeitrdumen ist eine Zunahme der
GSH-Konzentration zu verzeichnen. Diese fillt jedoch nach Olivendlverzehr geringer aus als in
den Wochen ohne Olivenél. Im Gegensatz dazu brachte der Ersatz von 10 % der Gesamtfettzufuhr
mit nativem Olivendl im Vergleich zu Fischol und Sonnenblumenél im Fiitterungsversuch mit
Ratten eine Erhohung des GSH-Spiegels [426]. Ebenfalls eine Zunahme der GSH-Konzentration
konnte bei Nierentransplantatempfingern beobachtet werden, die sich iiber sechs Monate
mediterran inklusive tdglichen 30 ml nativem Olivendl erndhrten. Gleichzeitig wurde bei diesen
Probanden eine verminderte GSH-Px-Aktivitdt in den Erythrozyten festgestellt. [428] Eine solche
mindernde Wirkung konnte ebenso Faine et al. [427] durch einmonatige Verfiitterung von Olivendl
an  Versuchstieren beobachten. Von einer unverdnderten GSH-Px-Aktivitit nach
Olivendlapplikation berichteten Allard et al. [432] und Ergun et al. [431]. Im Gegensatz dazu
wurde in einigen Studien auch ein positiver Zusammenhang postuliert [267, 429, 436]. So zeigte de

la Cruz et al. [267], dass der Ersatz einer hyperlipidimischen SFA-reichen Kost mit 10 % Olivendl
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fiir sechs Wochen das Verhéltnis Gesamtglutathion/GSSG sowie die GSH-Px-Aktivitit in Leber,
Gehirn, Herz, Aorta und Thrombozyten in Kanninchen ansteigen ldsst, was durch Alarcon de la
Lastra et al. [429] Bestitigung fand. Eine Stimulation der GSSG-Rd-Aktivitit erfuhren gesunde
Probanden bereits nach einwochiger Applikation von 25 ml extra nativem Olivendl, jedoch nur
eine tendenzielle nicht signifikante Erhohung der GSH-Px-Aktivitét [304].

Studien, die den Einfluss eines hohen PUFA-Anteils in der Nahrung im Vergleich zu MUFA
untersuchen, zeigen ebenso kontriare Resultate. So postulierten verschiedene Arbeitsgruppen eine
Verminderung von GSH, GSH-Px und GSSG-Rd [425, 430, 437], eine Erh6hung von GSSG und
GSH-Px [436-439] sowie keinen Effekt auf GSH-Px und GSSG-Rd [432, 437, 438] nach einer
PUFA-reichen Diit.

Der Zusammenhang zwischen Olivendlverzehr bzw. einer gesteigerten MUFA-Aufnahme und
GSH, GSSG und deren Verhiltnis wurde im Rahmen von Humanstudien bisher gar nicht oder nur
geringfiigig untersucht, obwohl Ashfaq et al. [409] den GSH Redox-Status als unabhingigen
Prediktor frithzeitiger Arterioskleroseentwicklung beschrieb. Laut Wu und Kollegen [152] liegt das
GSH/GSSG Verhiltnis {iber 10 unter normalen physiologischen Bedingungen. Der Blick auf die
vorliegenden Verhiltniszahlen zeigt, dass die von 3,73 bis 7,24 variierenden Werte deutlich
darunter liegen. Dies konnte moglicherweise auf unterschiedliche Analysemethoden
zuriickzufiihren sein, denn der Vergleich anderer oxidativer Stressmarker z.B. F,-Isop mit
Referenzwerten deutete nicht darauf hin, dass die Probanden einer erhéhten oxidativen
Stresssituation ausgesetzt waren, was schlieBlich auch die Ausschlusskriterien bei der
Probandenrekrutierung gewéhrleisten sollten.

Weshalb der Olivendlverzehr sich ausschlielich auf GSH auswirkte wahrend GSSG und die
GSH-abhingigen Enzyme unveridndert blieben, kann aufgrund der raren und gleichzeitig
divergenter Datenlage nicht eindeutig beantwortet werden. Massaro & de Caterina [440]
generierten die Hypothese, dass sich die Wirkung der Olsiure auch unabhingig von der
Modulation der Enzymaktivitit entfalten konnte. So konnte die Olsdure vorzugsweise mit
Superoxidanionen reagieren, was zwar in einer erhéhten Konzentration an Lipidperoxiden miindet,
aber die Bildung von Wasserstoffperoxid aus Superoxidanionen reduziert. Wasserstoffperoxid ist
verantwortlich fir die Aktivierung des proinflammatorischen Transkriptionsfaktors NFxB [441,
442], der die Expression von Zytokinen, Adhésionsmolekiilen, Wachsumsfaktoren,
Immunorezeptoren und Akutphaseproteine induziert [69, 443]. Durch die Suppression dieses
Reaktionsweges konnte die Olsdure vaskulire inflammatorische Reaktionen inhibieren und somit

unabhéngig von der Modulation der Enzymaktivitit antiatherogen wirken.

Phenoleffekt

Experimentelle Daten deuten darauf hin, dass die Phenole auch eine indirekte antioxidative
Wirkung durch die Aktivierung des endogenen Schutzsystems im Organismus ausiiben [146]. Als
mogliche Mechanismen, durch die didtetische Antioxidantien Einfluss nehmen koénnen, wird zum
einen die Aktivierung der mRNA Expression antioxidativer Enzyme und zum anderen die

Reduktion der oxidativen Stresssituation im Organismus diskutiert [157, 263, 434]. Eine
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Verschiebung des Redox-Status zu Gunsten der ROS kann zu einer Inaktivierung antioxidativer
Enzyme fithren, wie das bereits bei PON [415, 444] und GSH-Px [434] gezeigt werden konnte
(siche Abbildung 8.2). Folglich kénnen Antioxidantien vor dieser Inaktivierung schiitzen, indem

diese der oxidativen Stresssituation entgegenwirken.

NO

reversibel irreversibel

irreversibel

Abb. 8.2: Postulierter Mechanismus der NO-vermittelten Glutathion-Peroxidase Inaktivierung
[modifiziert nach 434]

Die GSH-Px besitzt im aktiven Zentrum die fiir die Enzymaktivitit essentielle Aminoséure Selenocystein.
Durch Nitrosation am Selenatom der Aminosdure wird das Enzym inaktiviert, was durch reduzierende
Substanzen wieder riickgingig gemacht werden kann. Des Weiteren wird das aktive Zentrum durch
Peroxinitrit unter einer Sulfur-Selen-Briickenbildung inaktiviert. Der Inaktivierung der GSH-Px folgt ein
erhohter Peroxidlevel und somit eine Verschiebung des Redox-Status zu Gunsten reaktiver Spezies.
Abkiirzungen: GSH-Px - Glutathion-Peroxidase, NO' - Stickstoffmonoxidradikal, ONOO' - Peroxinitrit

Aufgrund des dreiwdchigen Verzehrs der drei Olivendle konnte bei den gesunden Ménnern in
Abhéngigkeit vom Phenolgehalt bei der PON-Aktivitdt kein Unterschied festgestellt werden.
Vergleichbare Interventionsstudien, die ebenso die Wirkung der Phenole aus dem Olivendl auf die
PON-AKktivitdt untersuchen, liegen zum gegenwértigen Zeitpunkt nicht vor. Jedoch konnte in
Studien mit anderen phenolischen Testsubstanzen ein Einfluss auf die PON-Aktivitiat nachgewiesen
werden. Einer durch ROS verursachten Inaktivierung des Enzyms wurde durch Flavonoide
unterschiedlichen Lebensmittelursprungs [414, 445] sowie durch Vitamin C und E [446-448]
entgegengewirkt. Die Erh6hung der PON-Expression zeigte sich bei Inkubation von HuH7-Zellen
mit den Phenolen Quercetin und Resveratrol iiber einen Arylkohlenwasserstoff-abhingigen
Mechanismus [449, 450]. Bei Vitamin-E-Applikation im Tiermodell blieb eine solche Interaktion
dagegen aus [447].

Ebenso wie bei PON hat sich die Aktivitit von SOD in Abhéingigkeit von den verzehrten Phenolen
im Olivendl nicht veridndert. Studien, die die Wirkung der Phenole aus dem Olivendl auf dieses

antioxidative Enzym untersucht haben, sind auch hier nur spérlich vorhanden. Entsprechend den
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eigenen FErgebnissen konnte im Versuchstier nach jeweils achtwochiger Applikation eines
phenolreichen sowie phenolarmen Olivendles keine Beeinflussung des SOD-Spiegels eruiert
werden [451]. Phenolreiche Extrakte aus griinen und schwarzen Oliven kombiniert mit einer
cholesterinreichen Diit hatten bei Ratten im Gegensatz dazu eine Stimulation der SOD-Aktivitat
zur Folge [374]. Auch fiir andere phenolische Verbindungen konnte basierend auf in vitro [452-
455] und Tierstudien [456-459] eine steigernde Wirkung auf die Enzymaktivitit ermittelt werden.
Unléngst beschrieben Yeh & Yen [458], dass aufgrund der jeweils zweiwdchigen Applikation der
Phenolsduren Gallussdure, Ferulasdure und p-Coumarinsdure der Gehalt an hepatischer SOD im
Tiermodell zunimmt, was fiir die Ferulasdure zuvor von Balasubashini et al. [459] beobachtet
wurde. Des Weiteren erhohte in der durch Toxine induzierten oxidativen Stresssituation im
Tierversuch das Flavonoid Hesperidin sowie ein phenolreicher Schwarzteeextrakt die
SOD-Aktivitdt [456, 457]. Ebenfalls in Zellen, die oxidativen Stressbedingungen ausgesetzt waren,
wurde nach Inkubation mit Procyanidinen [455], Resveratrol [453] und Polyphenolen aus griinem
Tee [452] eine Zunahme von SOD erzielt. Ferner wurde ein genregulatorischer Einfluss auf die
Expression von SOD durch das Flavanol Quercetin in HepG2-Zellen postuliert. Dabei wurde SOD
bei Inkubation mit niedriger Konzentration von Quercetin (0,1 - 1 M) vermindert und bei hoher

Konzentration (50 - 100 uM) verstérkt exprimiert. [454]

Der Phenolgehalt in den konsumierten Olivendlen hatte ebenfalls keine Auswirkung auf GSH,
GSSG, deren Verhiltnis sowie GSH-Px. AusschlieBlich GSSG-Rd zeigte eine phenolabhingige
Aktivititsverdnderung. Der dreiwdchige Verzehr des raffinierten und gemischten Olivendles fiihrte
bei den gesunden Minnern zu einer Senkung der Aktivitit, wobei diese nach raffiniertem Ol
stirker ausfiel. Dagegen erhdhte das phenolreiche native Ol die Aktivitit der GSSG-Rd im Blut.
Eine Zunahme der GSSG-Rd durch phenolische Substanzen wurde bisher nur in in vitro Studien
beschrieben. So ermittelte Li et al. [453], dass die Inkubation von glatten Muskulaturzellen mit
Resveratrol mit einer gesteigerten GSSG-Rd-Aktivitdt einherging. In Makrophagen-dhnlichen
Zellen stimulierte Oleuropein die Expression von GSSG-Rd [263]. Im Gegensatz dazu hatte eine
achtwochige Fiitterung von phenolarmen und phenolreichen Olivendl im Tierversuch keine
Auswirkung auf die Enzymaktivitdit von GSSG-Rd [451]. Auch dem Verzehr flavonreicher
Petersilie durch gesunde Probanden folgte keine Veranderung von GSSG-Rd [460].

GSH-Px wurde im Zusammenhang mit Olivendl und dessen typischen phenolischen Komponenten
haufiger im Vergleich zu GSSG-Rd untersucht, jedoch ebenso mit divergenten Ergebnissen. So
bewirkte die Inkubation von Prostatazellen mit OHT eine Erniedrigung des Gehaltes der GSH-Px
mRNA, wihrend T diese erhohte [274]. Ebenfalls nach Inkubation von Makrophagen-dhnlichen
Zellen mit Oleuropein wurde GSH-Px verstérkt exprimiert [263]. In C12-Zellen hat die Inkubation
mit OHT keine Modifikation der GSH-Px-Aktivitit zur Folge [461]. Auch in Abhingigkeit vom
Phenolgehalt konnte im Tierversuch nach Verfiitterung zweier Olivendlsorten kein verdnderter
GSH-Px-Spiegel beobachtet werden [451], was mit dem eigenen Ergebnis konform geht.
Im Gegensatz dazu ermittelten Ochoa-Herrera et al. [462] bei Kaninchen eine hdhere

GSH-Px-Aktivitdt nach phenolreichem im Vergleich zu phenolarmem Olivendl. Ebenso wurde eine
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hoéhere Aktivitidt bei Méannern mit KHK erzielt, wenn diese fiir 3 Wochen tiglich 50 ml natives
Olivenol konsumierten [294]. Weinbrenner und Kollegen [311] beobachteten dariiber hinaus
eine in Abhéngigkeit vom Phenolgehalt der applizierten Olivendle gestiegene postprandiale
GSH-Px-Aktivitat. Studien mit Resveratrol [453], Quercetin [454], Phenolsduren [458, 459],
Phenolen aus Rotwein [463], Petersilie [460] und schwarzem Tee [457] belegen, dass auch andere
phenolische Komponenten stimulierend auf die GSH-Px-Aktivitit wirken konnen.

Ebenso wie GSSG-Rd sind GSH und GSSG sowie deren Verhéltnis gar nicht oder nur
geringfiigig im Zusammenhang mit Olivendlphenolen bisher untersucht worden. In C12-Zellen
beeinflusste die Inkubation mit OHT die GSH-Konzentration nicht [461], was auch das vorliegende
Resultat widerspiegelt. Indessen induziert OHT in Mikrosomen der Rattenleber die GSH-Synthese
[464]. Dagegen hatte die zweiwdchige Applikation verschiedener Phenolsduren bei Ratten eine
Minderung des hepatischen GSH-Gehaltes und eine Erhohung von GSSG zur Folge [458]. Der
tiberwiegende Teil der publizierten in vitro und Tierstudien berichtete jedoch von einer Zunahme
der GSH-Konzentration, so beschrieben beim Flavanol Quercetin [454, 465, 466], Flavonoid
Hesperidin [456], Vitamin E [448] und den Phenolen aus dem Granatapfel [467]. Myhrstad et. al.
[466] demonstrierte in vitro, dass die Erhohung der GSH-Aktivitit auf der verstirkten
Transkription der y-Glutamylcystein-Synthase, einem zur GSH-Synthese notwendigen Enzym

[152], beruht.

In Anbetracht dessen, dass in der beschriebenen Interventionsstudie die Olivendlphenole auf keinen
Biomarker der Lipidperoxidation sowie den GSH-Status und die antioxidativen Enzyme GSH-Px,
PON und SOD eine Wirkung ausiibten, kdnnte die mit dem Phenolgehalt einhergehende Erh6hung
der GSSG-Rd-Aktivitdt als unwillkiirliche Verdnderung eingestuft werden. Die Analyse einer
vielfaltigen Auswahl an Biomarkern sollte den Zweck erfiillen, einen umfassenden Einblick in das
mogliche antioxidative Wirkungsspektrum der phenolischen Verbindungen aus dem Olivendl
in vivo zu erhalten. Oxidativer Stress resultiert aus der Imbalance einer Vielzahl an Oxidantien und
Antioxidantien, folglich scheint die alleinige Verinderung eines Parameters nicht eine
Beeinflussung des Redox-Systems widerzuspiegeln [149]. Derzeit kann nicht geklidrt werden,
warum eine Phenolwirkung ausschlieflich bei einem antioxidativen Enzym erzielt wurde, wihrend

andere Marker keine Verdnderung erfuhren.

Weshalb die phenolischen Komponenten aus dem Olivendl keinen Einfluss auf die analysierten
Marker in vivo ausiibten, wobei in vitro und Tierstudien antioxidative Effekte dokumentieren, kann
nur hypothetisch beantwortet werden. Zunéchst sollte ein moglicher Publikationsbias in Betracht
gezogen werden, der aus der iiberwiegenden Publikation positiver Ergebnisse aus in vitro und
Tierstudien resultiert. Nur wenige Studien wurden verdffentlicht, bei denen keine antioxidative
Phenolwirkung beschrieben wurde. [9]

Eine weitere Ursache konnte in der Probandenauswahl der vorliegenden Studie liegen. So fiihrten

verschiedene mit erhdhtem oxidativen Stress assoziierte Faktoren, wie beispielweise Ubergewicht

[129], Rauchen [324, 325], erhohte korperliche Aktivitdt [287, 327] und verschiedene



DISKUSSION 99

Erkrankungen [56, 64], bei der Probandenrekrutierung zum Ausschluss. Eventuell konnten die
Phenolwirkungen bei Personen, die erhohten oxidativen Stressbedingungen ausgesetzt sind, besser
widergespiegelt werden. So stellten auch Halliwell & Whiteman [62] fest, dass die
Supplementierung mit antioxidantiven Substanzen bei gesunden gut erndhrten Personen hiufig nur
einen geringen oder keinen Effekt auf die Lipidperoxidation hatte.

Unterschiede in der verwendeten Phenoldosis konnten ebenfalls ein Grund fiir die Diskrepanz der
verschiedenen Studienergebnisse sein. Ausgehend von einem in den mediterranen Léndern
maximalen Olivendlverzehr von 50 ml, durchschnittlich 4 pmol OHT enthaltend, berechnete Lund
[468] bei einer Resorptionsrate von 60 % eine Plasmakonzentration von 0,5 umol/l OHT. Dieser
Wert entspricht anndhernd dem fiir verschiedene Polyphenole ermittelten Wert von Scalbert &
Williamson [232], bei denen die Plasmakonzentration 1 umol/l nach Verzehr von 10 - 100 mg
Phenol nicht iiberstieg. Der verzehrte Gesamtphenolgehalt in der vorliegenden Studie betrug bei
25 ml raffiniertem, gemischtem und nativem Olivendl jeweils 0,06 mg, 3,7 mg und 8,3 mg, was
daraus ableitend ebenfalls in keiner deutlich hoheren Plasmakonzentration resultieren wiirde. Im
Vergleich dazu zeigten in vitro Inkubationen von Serum mit Olivendlphenolen erst bei einer
Konzentration von 50 - 100 umol/l eine protektive Wirkung gegeniiber oxidativen Modifikationen
des LDL. Zwar konnte bereits bei einer Konzentration von 10 pmol/l eine antioxidative Wirkung
erzielt werden, das jedoch bei Inkubation mit aufgereinigten LDL-Partikeln [16, 254]. Im Plasma
binden Phenole aufler an LDL auch an andere Proteine, in isolierten LDL-Fraktionen ausschlieBlich
an LDL selber. Demzufolge wire im Plasma eine héhere Phenolkonzentration ndtig, um die
LDL-Oxidation zu beeinflussen. [9] Infolgedessen konnte die eingesetzte Olivendldosis bzw.
Phenolkonzentration zu gering gewesen sein. Ferner zeigte Vissers et al. [278], dass sogar ein
doppelt so hoher Phenolverzehr iiber extra natives Olivendl die in vivo Lipidperoxidation nicht
beeinflusste.

Die phenolischen Komponenten scheinen auflerdem unterschiedliches antioxidatives Potential
aufzuweisen. So kann die fiir die o-dihydroxy-Phenole (OHT und Oleuropein) beobachtete
Wirkung in einigen Studien nicht fiir die mono-hydroxy-Phenole (Tyrosol und Ligstroside) eruiert
werden. Tyrosol wurde teilweise sogar als prooxidativ beschrieben. [252, 264, 274, 316, 469]
Dieser Wirkungsunterschied wurde auf die chemische Struktur zuriickgefiihrt, wobei die Anzahl
der OH-Gruppen ausschlaggebend sein soll [470, 471]. Folglich konnten die Olivendlphenole sich
in ihrer Wirkung gegensétzlich verhalten und somit abschwichen oder sogar autheben. Ebenso
konnte die antioxidative Kapazitdt der im Organismus gebildeten Metabolite verschieden zur
Ausgangssubstanz sein. Fiir die OHT-Metabolite konnte Tuck et al. [244] in vitro zeigen, dass
O-MOHT ein dhnlich potenter Radikalfanger wie OHT und das 3-O-Glukuronkonjugat sogar noch
wirksamer ist, wiahrend das Monosulfatkonjugat keine Radikalfénger-Eigenschaft besitzt. Bei
in vivo Untersuchungen beispielsweise mit Quercetin wiesen die methylierten als auch die
glukuronidierten Metabolite ein geringeres antioxidatives Potential auf [472, 473]. Um die
tatsdchliche antioxidative Wirkung der Olivenolphenole in vivo zu erfassen, miisste demnach auch
mehr liber das Wirkungsspektrum der Metabolite im Plasma bekannt sein, was zum aktuellen

Zeitpunkt nicht ausreichend untersucht wurde.
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Des Weiteren konnte die kardioprotektive Wirkung der Olivendlphenole nicht vorwiegend auf
ihrem antioxidativen Potential beruhen, sondern diese Wirkung {iber andere Mechanismen erzielen.
Diesbeziiglich wurden in der Literatur bereits eine vasorelaxierende [258], antiinflammatorische
durch Inhibierung inflammatorischer Mediatoren [269, 271, 474, 475] und antithrombische
Wirkung iiber die Thromboxan-B,-Suppression [404, 405] sowie die Verbesserung der
Endothelfunktion [20, 476] beschrieben.

SchlieBlich sollte in Betracht gezogen werden, dass die als kardioprotektiv beschriebene
mediterrane Erndhrungsweise als komplexes Gebilde verschiedene Lebensmittelgruppen vereint.
Scheinbar ist nicht eine Substanzgruppe bzw. ein einzelnes Lebensmittel allein fiir die
kardioprotektive =~ Wirkung  verantwortlich, vielmehr die Kombination verschiedener
Lebensmittelkomponenten. Damit einhergehend sind die Ergebnisse von Trichopoulou und
Kollegen [7], die eine starke inverse Assoziation zwischen dem Grad der Anpassung an die
mediterrane Didt und der Gesamtmortalitdtsrate ermittelten, jedoch keinen Zusammenhang zu
einzelnen Lebensmittelkomponenten beobachteten. Eine mogliche Erklarung sieht Hu [178] in
synergistischen und kumulativen Effekten ausgehend von der Kombination verschiedener
Néhrstoffe, wohingegen die Wirkung von FEinzelsubstanzen oder einzelnen Lebensmitteln zu
gering zu sein scheint. Perez-Jimenez und Kollegen [477] gehen auBBerdem davon aus, dass der
Olivenoélverzehr bereits in den ersten zwei Lebensjahrzehnten beginnen und lebenslang andauern

sollte, um eine protektive Wirkung zu entfalten.
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9 SCHLUSSFOLGERUNG

In der vorliegenden Studie wurde erstmalig die kardiprotektive Wirkung der phenolischen
Komponenten aus dem Olivendl anhand eines umfassenden Spektrums an oxidativen
Stressbiomarkern bei gesunden deutschen Méannern untersucht. Die Olivendlphenole zeigten in
dieser Studienpopulation jedoch keinen Einfluss auf die Blutlipide, die Biomarker der
Lipidperoxidation und, bis auf Glutathion-Reduktase, auch keinen Einfluss auf die endogenen
Antioxidantien. Dennoch hatte der tigliche Verzehr von 25 ml Olivendl durch die Modulation der
Blutlipide einen kardioprotektiven Effekt. So sanken nach drei Wochen das Gesamtcholesterin und
die Triglyzeride im Serum. Dies beruht vermutlich auf dem, mit dem Olivendlverzehr
einhergehenden, gestiegenen Anteil an einfach ungesittigten Fettséuren in der Ernéhrung.

Die Annahme, dass die phenolischen Verbindungen aufgrund ihrer in vielzdhligen in vitro- [15,
264-266] und Tierstudien [237, 257, 259, 273] beschriebenen antioxidativen Effekte dem Olivendl
neben dem Fettsdureprofil eine zusitzliche protektive Wirkung bescheren, konnte in dieser Studie
bei gesunden Probanden nicht bestétigt werden. Anhand der erhobenen Daten kann jedoch nicht
ausgeschlossen werden, dass sich eine kardioprotektive Wirkung iiber andere Mechanismen dufiern
konnte, die beispielsweise ebenso im Arterisoklerosegeschehen bedeutende vasorelaxierende [258],
antithrombische [272] oder antiinflammatorische [475] Eigenschaften nach sich ziehen. Die
dennoch erzielte kardioprotektive Wirkung des Olivendles auf die Blutlipide durch die Erh6hung
des MUFA-Anteils spricht fiir die Empfehlung Olivendl in die habituelle Erndhrung zu integrieren.
Ebenso sieht das die Food and Drug Administration (FDA) der USA, die seit November 2004 den
amerikanischen Olivendlproduzenten die Moglichkeit einriumt, ihre Ole mit dem Hinweis zu
versehen, dass tiglich ca. 2 EBloffel Olivendl aufgrund des hohen Anteil an einfach ungeséttigten
Fettsduren das Risiko fiir koronare Herzerkrankungen reduzieren konnte, wenn dafiir gleichzeitig
gesittigte Fettsduren ersetzt und die Gesamtenergiezufuhr unveriandert bliebe [478].

Basierend auf dem studienbegleitenden Fragebogenanalyse zum Olivendlverzehr war bei der
Subpopulation der deutschen Ménner eine hohe Akzeptanz gegeniiber diesem Lebensmittel
erkennbar. Folglich konnte die Integration von Olivendl in die habituelle Erndhrung eine mogliche
Strategie darstellen, das Risiko kardiovaskuldrer Erkrankungen zu reduzieren. Da die
kardioprotektive Wirkung des Olivendles vorwiegend aus dem Fettsdureprofil resultierte, wére die
Wahl der Olivendlsorte bzw. dessen Phenolgehalt von der individuellen Geschmackspriferenz
abhéngig.

Ungeachtet dieser Empfehlung sollte in Betracht gezogen werden, dass die positive Wirkung der,
mit einer niedrigen Inzidenz an kardiovaskuldren Erkrankungen assoziierten, mediterranen
Erndhrungsweise wahrscheinlich nicht ausschlieflich auf eine Substanz bzw. Lebensmittel
zuriickgefiihrt werden kann [7]. Vermutlich resultiert diese kardioprotektive Wirkung auf der
Summe verschiedener Lebensmittel sowie Lebensstilfaktoren [178]. Die losgeloste Betrachtung
einzelner Erndhrungsbestandteile in Bezug zum kardiovaskuldren Erkrankungsrisiko wiirde nur

eine Moglichkeit beschreiben praventiv Einfluss nehmen zu kénnen.
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11.2 Rekrutierungsmaterialien

Aushang

Deutsches Institut fiir Erndhrungsforschung Dl E
Abteilung Interventionsstudien

Il Studienteilnehmer gesucht "

Im Rahmen eines Forschungsprojektes der Europdischen Union sucht das Deutsche Institut fiir

Erndhrungsforschung (DIfE) fiir die Durchfiihrung einer Erndhrungsstudie:

Teilnehmer: mannliche Nichtraucher im Alter zwischen 20 und 60 Jahren

im Zeitraum:  Januar bis April 2003

Das Ziel der Studie ist es, die Wirkung von verschiedenen Olivendlen als schiitzenden Faktor
gegeniiber Herz-Kreislauf-Erkrankungen zu untersuchen.

Interessenten werden gebeten, sich Montag bis Freitag von 8.30 Uhr bis 16.00 Uhr unter Tel.

033200/ 88 —...... oder ..... in der Abteilung Interventionsstudien zu melden.

Fir die Teilnahme wird eine Aufwandsentschadigung gezahlt.

Pressemitteilung

Teilnehmer fur eine Studie der Europaischen Union (EU)
am Deutschen Institut fir Ernahrungsforschung in Potsdam-Rehbriicke gesucht

Im Rahmen eines Forschungsprojektes der Europdischen Union sucht das Deutsche Institut fiir
Erndhrungsforschung (DIfE) fiir die Durchfithrung einer Erndhrungsstudie von Januar bis April 2003
interessierte ménnliche Nichtraucher im Alter zwischen 20 und 60 Jahren.

Das Ziel der Studie ist es, den gesundheitlichen Wert von Olivendl néher zu untersuchen. Olivendl und seine
Inhaltsstoffe werden u.a. fiir die geringe Héufigkeit von Herz-Kreislauf-Erkrankungen im Mittelmeerraum
verantwortlich gemacht. Deshalb werden den Studienteilnehmern verschiedene Olivendle angeboten, um
mdgliche schiitzende Wirkungen zu beobachten.

Interessenten werden gebeten, sich Montag bis Freitag von 8.30 Uhr bis 16.30 Uhr unter der Tel.
Nr. 033200/ 88 —..... oder ..... in der Abteilung Interventionsstudien zu melden. Fiir die Teilnahme

wird eine Aufwandsentschddigung gezahlt.
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Anschreiben an Probanden aus der internen Probandendatei

«Vorname» «Name» Bergholz-Rehbriicke, den «Datum»»
«Adresse»

«PLZ», «Ort»

Sehr geehrter Herr «Vornamey «Namey,

Ihre Anschrift entnahmen wir unserer Probandendatei, in der die Adressen ehemaliger
Studienteilnehmer der Abteilung Interventionsstudien des Deutschen Institutes fiir
Eméhrungsforschung aufgelistet sind, die sich fir die Teilnahme an weiteren Projekten
interessieren.

Wir wiirden Thnen gern die EUROLIVE-Studie vorstellen, die von unserer Abteilung zu Beginn
des Jahres 2003 begonnen wird. EUROLIVE ist ein Projekt, an dem neben unserem Institut
Forschungseinrichtungen aus verschiedenen europdischen Lidndern beteiligt sind. Das Ziel der
Studie ist es, den gesundheitlichen Wert von Olivendl ndher zu untersuchen. Olivendl und seine
Inhaltsstoffe werden u.a. fiir die geringe Haufigkeit von Herz-Kreislauf-Erkrankungen im
Mittelmeerraum verantwortlich gemacht. Den Studienteilnehmern werden verschiedene Olivendle
angeboten, um mogliche schiitzende Wirkungen zu beobachten.

Fiir diese Studie suchen wir ménnliche Nichtraucher im Alter zwischen 20 und 60 Jahren. Wir
mochten deshalb in den nédchsten Tagen telefonisch mit [hnen Kontakt aufnehmen. Sollten wir Thr
Interesse zur Studienteilnahme geweckt haben, lassen wir IThnen gern weitere Informationen iiber
die Studie sowie einen Fragebogen zukommen. Fiir eventuelle Fragen stehen wir Thnen unter den
oben angegebenen Telefonnummern gern zur Verfligung.

Uber Thre Mitarbeit wiirden wir uns sehr freuen.

Mit freundlichen Griifien

Prof. Dr. H.-J. F. Zunft Dipl. Oec. troph. A. Machowetz
Abteilungsleiter
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11.3 Informations- und Studienmaterialien

Informationsblatt

Die EUROLIVE Studie:  Der Verzehr von Olivendl und seine Effekte auf die oxidative
Schidigung in der europdischen Bevdlkerung.

In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass die mediterrane Erndhrungsweise eine
schiitzende Wirkung auf Erkrankungen ausiibt, die mit oxidativem Stress in Verbindung gebracht
werden. Oxidative Vorgidnge sind Reaktionen im Organismus, die fiir das normale
Stoffwechselgeschehen notwendig sind. Durch Belastungen, ungesunde Lebensweise und
unzweckmiflige Erndhrung konnen diese Vorgidnge aber auch negative Effekte auslosen mit
Spétfolgen wie u.a. Herz-Kreislauf-Erkrankungen. Die geringere Erkrankungsrate an Herz-
Kreislauf-Erkrankungen in den mediterranen Léidndern wird auf eine unterschiedliche
Erndhrungsweise zuriickgefiihrt. So kennzeichnet sich die mediterrane Kost durch einen hohen
Verzehr an Obst und Gemiise sowie an Olivendl. Der Fettbedarf wird in diesen Landern fast
ausschlieBlich iiber Olivendl gedeckt. Dabei kann das Olivendl in kaltgepresstes (hoher Gehalt an
phenolischen Verbindungen), gemischtes (mittlerer Gehalt an phenolischen Verbindungen) und
raffiniertes Olivendl (frei von phenolischen Verbindungen) unterschieden werden. Das Ziel der
EUROLIVE Studie ist es, die Wirkung von kaltgepresstem, einfachem und raffiniertem Olivendl
als schiitzenden Faktor gegeniiber Herz-Kreislauf-Erkrankungen zu untersuchen.

Erfalle ich die Anforderungen?

Vor Studienbeginn ist es notwendig, Ihre Blut- und Urinwerte zu ermitteln. Da unter anderem der
Cholesterin- und Blutfettspiegel iiberpriift werden, bitten wir Sie an diesem Tag niichtern zu
erscheinen. Nach der Auswertung der Blut- und Urinwerte stellt sich heraus, ob Sie als Proband fiir
unsere Studie geeignet sind. Sie werden von uns dariiber schriftlich informiert. Wenn Sie bei
entsprechender Eignung auch weiterhin mitwirken wollen, werden Sie zu einem
Informationsgespréich eingeladen.

Wie ist der Studienablauf?

Das Studienprotokoll sieht die tdgliche Einnahme von 25 ml kaltgepresstem, einfachem oder
raffiniertem Olivendl jeweils liber 3 Wochen vor, welches vom Institut bereitgestellt wird. Das
Olivendl soll roh verzehrt werden und dabei die gleiche Menge des gewohnlich konsumierten
Fettes ersetzen. Es kann den iiblichen Mahlzeiten zugesetzt werden. In einem vorherigen
Informationsgespriach werden Ihnen verschiedene Rezeptvorschliage unterbreitet, wie Sie die 25 ml
Olivendl in Thren taglichen Speiseplan integrieren kdnnen.
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Dabei werden Sie einen der folgenden Studienabléufe durchlaufen:
2 Wochen 3 Wochen 2 Wochen 3 Wochen 2 Wochen 3 Wochen
kaltgepresstes gemischtes raffiniertes
N ubliche Olivenol ubliche Olivenol ubliche Olivenol
Manner raffiniertes kaltgepresstes gemischtes
20 - 60 Sorte . Sorte L Sorte L
1ahre Olivenol Olivenol Olivenol
Ol/Fett genpschtes Ol/Fett raffiniertes Ol/Fett kaltgepresstes
© Olivenol © Olivenol © Olivendl
f t t A A f

| Blutanalyse + Urinanalyse + Erndhrungserhebung |

Zu Studienbeginn werden personliche Daten erhoben und eine kurze Befragung nach Thren
korperlichen Aktivititen durchgefiihrt. Im Studienverlauf erfolgen wiederholt Blutabnahmen sowie
Messungen des Gewichts, der GroBe, des Taille/Hiifte-Verhiltnisses und des Blutdrucks. Vor
Beginn der Studie sowie zum Anfang und Ende jeder Interventionsphase werden Sie gebeten, iiber
einen Zeitraum von 24 Stunden Urin zu sammeln. Die entsprechenden Urinbehélter werden IThnen
vorher ausgehindigt. Zusitzlich ist zu Beginn und zum Ende jeder Interventionsphase ein 3-Tage-
Erndhrungsprotokoll zu flihren, um Ihre Verzehrsgewohnheiten zu bestimmen. AuBerdem ist
einmal der Alkoholkonsum iiber eine Woche zu erfassen.

Habe ich VVor- oder Nachteile durch meine Teilnahme an der Studie?

Durch die Teilnahme an der Studie erhalten Sie Kenntnis iiber die Cholesterin- und Fettwerte in
Ihrem Blut. Die Studie birgt keinerlei Gefahren fiir lhre Gesundheit. Alle angebotenen Olivenodle
sind {ibliche Lebensmittel, die sowohl in Deutschland als auch vermehrt in den mitteleuropéischen
Léndern verzehrt werden.

Die Blutentnahme ist ein Routinevorgang, der durch fachkundiges, erfahrenes Personal
durchgefiihrt wird. Es wird Thnen nur so viel Blut abgenommen wie nétig ist, um eine komplette
Laboranalyse durchfiihren zu kdnnen. Am Vorabend sollten Sie lediglich keine groBlen Mengen
Alkohol zu sich nehmen.

Haben Sie bis zum Abschluss aller Untersuchungen an der Studie teilgenommen, so erhalten Sie
eine Aufwandsentschadigung in Héhe von 250,00 €.

Kann ich meine Teilnahme an der Studie noch absagen, nachdem ich die
Zustimmungserklarung unterzeichnet habe?

Sie konnen jederzeit lhre Teilnahme an der Studie ohne Angabe von Griinden beenden. Die
gegebene Zustimmungserkldrung ist in keiner Weise bindend. Sie sagt lediglich aus, dass Sie das
Informationsblatt gelesen haben, an der Studie teilnehmen wollen und bereit sind, Blut- und
Urinproben abzugeben. Bevor und auch wéhrend der Studie konnen Sie an die Untersucher
jederzeit Fragen stellen, die Sie im Rahmen der Untersuchung beschiftigen.

Wie erfolgt der Datenschutz ?

Die Ergebnisse der Studie werden streng vertraulich behandelt. Sie erhalten eine Probanden-
Nummer zu Beginn der Studie. Mit dieser Nummer werden die Blut- und Urinproben
gekennzeichnet. Welcher Name zu welcher Nummer gehort, ist nur dem Studienleiter bekannt.
Nach Abschluss aller Untersuchungen werden Thr Name und Ihre Adresse in unserem
Studienzentrum geloscht. Die gewonnenen Informationen aus der Studie werden in
wissenschaftlichen und medizinischen Zeitschriften veroffentlicht, dann aber nur anonymisiert in
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Form von durchschnittlichen Gruppenwerten. Es werden keine Daten von Einzelpersonen
verdffentlicht oder auf wissenschaftlichen Tagungen prasentiert.

Werden mir die Ergebnisse der Studie mitgeteilt?

Die Ergebnisse des ersten Blut- und Urintests zur Auswahl der Probanden werden von uns auf
Anfrage zugeschickt. Fiir interessierte Probanden konnen nach der Auswertung der Studie die
wichtigsten Studienergebnisse kurz und anschaulich zusammengestellt werden.

Wo befindet sich das Studienzentrum und wer sind meine Ansprechpartner?

Studienzentrum: Deutsches Institut fiir Erndhrungsforschung
Abteilung Interventionsstudien
Arthur-Scheunert-Allee 114 - 116
14558 Bergholz-Rehbriicke

Ansprechpartner: Frau Anja Machowetz Tel.: 033200/ 88 - .....
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Einverstandniserklarung

EINVERSTANDNISERKLARUNG

Ich,
Familienname Vorname Geb.-Datum
wohnhaft in
Stralie Ort PLZ
Telefon privat Telefon dienstlich

nehme als Proband freiwillig und auf eigene Verantwortung an Untersuchungen zum
Forschungsthema:

»EUROLIVE - Der Verzehr von Olivendl und seine Effekte auf die oxidative Schédigung in der
europdischen Bevolkerung*

im Deutschen Institut fiir Erndhrungsforschung Potsdam-Rehbriicke (DIfE) teil.

Ich erklédre mich bereit:
e in einem Zeitraum von 3 x 3 Wochen téglich 25 ml Olivendl zu verzehren
e Blut- und Urinproben abzugeben und diese fiir weitere Untersuchungen bereitzustellen
e an 4 Terminen Verzehrsprotokolle zu fithren
e sowie Fragebogen auszufiillen

Uber das Studienziel, den zeitlichen Ablauf der Studie sowie die im Rahmen der Studie
vorzunehmenden Untersuchungen bin ich durch das DIfE miindlich und schriftlich unterrichtet
worden. Ich habe die Informationen verstanden und meine Fragen sind mir zufriedenstellend
beantwortet worden.

Ich verpflichte mich, das Studienteam iiber mdgliche Allergien und Unvertraglichkeiten sowie
Erkrankungen im Verlauf der Studie zu informieren.

Meine Angaben und die Untersuchungsergebnisse werden nicht in Verbindung mit meinem
Namen, sondern getrennt davon gespeichert. Die Namens- und Adressdatei wird unmittelbar nach
Eingabe der letzten Erhebungs- oder Messdaten geloscht. Die Datenbehandlung und -auswertung
erfolgt gemill den Bestimmungen des Brandenburgischen Datenschutzgesetzes.

Ich bin dariiber informiert, dass ich mein Einverstindnis zur Teilnahme jederzeit schriftlich oder
miindlich ohne Angabe von Griinden widerrufen kann. Bei Widerruf werden mein Name und
meine Adresse aus der geschiitzten Personendatei geloscht, jedoch nicht die bisher erhobenen
Daten. Ich nehme zur Kenntnis, dass mir aus der Verweigerung oder dem Widerruf meines
Einverstindnisses keinerlei Nachteile entstehen.

Bergholz-Rehbriicke, deN.......cccocvvvciiciiiiciiiiies et ettt e se e te et s nnees
Unterschrift des Teilnehmers



Ubersicht Studienablauf (Auszug)

Woche 7
Checklist Montag Dienstag Donnerstag Freitag Samstag Sonntag
ecxliste 03.03.03  04.03.03 06.03.03 07.03.03 08.03.03  09.03.03
Olivenélverzehr kein kein kein kein kein
Olivenol Olivenol Olivendol Olivenaol Olivenol
Erndhrungsprotokoll erledigt [ erledigt [
Akftivitdtsprotokoll erledigt O efledigt O
24-Stunden-Urin- : :
Sammlung + Protokoll erledigt U erledigt [
Blut- u. Urin-Abgabe,
Blutdruckmessung,
Anthropometrie
Befindlichkeit
Beschwerden ja o nein jao nein o jao mnein o jao neino jao mnein o jao nein o jao mnein o
Unver"rr"ciglichkeifen ja o nein ja 0 nein O ja 0 nein O ja © nein o ja © nein o ja o nein o ja 0 nein O
Neuer‘krankungen ja o nein ja 0 nein O ja 0 nein O ja © nein o ja © nein o ja o nein o ja 0 nein O
Wenn ja, welche?
Medikamente ja o nein o ja 0 nein O ja 0 nein O ja © nein o ja 0 nein o ja 0 nein O ja 0 nein O

Wenn ja, welche?

ONVHNY
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11.4 Protokolle und Fragebdgen

Telefoninterview

Datum: | | |/ | |/ | | | | vorldufige Probandennummer:

B
B

NI . e ettt e ee ettt et it atetttta———————————a

AV /035 1 F:15 s 1< TN

AT, et e e e e e e e ae——————eeeeaaer——eeeeraaar———aeeesaaaa——aaeesraanans

PLZ/OMt ||| | L orrrrrmeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesseeeeeeseeeseeseseesssssses st

Telefon: N Y N ) O I

) LY F: ¥ 1 OO TP TR T TRTT R

Geburtsdatum: | | |/ | [/ L | | |

Alter: |__|__| Jahre

Nichtraucher: Ja 1 Nein [J Se€iteccceoercerieieierieenne

Teilnahme von Jan 2003 — April 2003 moglich: JaJ Nein O

Plan 6ffentliche Verkehrsmittel zuschicken: Ja 0 Nein [J
Infoblatt zugeschickt? Ja [

Fragebogen zuriickgeschickt? Ja [0 Datum.......cccceverveeenenee.
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Fragebogen Ein- und Ausschlusskriterien

Abteilung Interventionsstudien

FRAGEBOGEN - EUROLIVE

Deutsches Institut fiir Erndhrungsforschung Dl E

Kreuzen Sie bitte das zutreffende Kastchen an!

1. Nehmen Sie Nahrungsergidnzungsmittel oder Mineralstoff- bzw. Vitaminpréparate ein?
Ja [ Nein [

Wenn ja: (Bitte geben Sie den genauen Namen des Préparates an.)

Name des Herstellers Verzehrsmenge Verzehrshaufigkeit

Beispiel
Préparat: CeTeBe 1 Tablette taglich

Art des/der Priparates/e:  Vitamin A [ Calcium O
Vitamin B [0 Mineralkomplex O
Vitamin E [J Vitaminkomplex 0
Eisen O Antioxidantienkomplex [J

(z.B. ACE)
SONSEIZES...eevvierreeiierieieereesteeteereesteeseesseesbeeseesseesseesseens

Falls nicht durch einen Arzt verordnet, wiren Sie bereit im Falle einer Studienteilnahme

auf die Einnahme dieser Mineralstoff- bzw. Vitaminpriparate wahrend des gesamten
Studienzeitraumes zu verzichten?

Ja [J Nein [J
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2. Befolgen Sie momentan eine Didt zur Gewichtsreduktion oder eine andere Kostform

(z.B. vegetarische Kost)?

Ja [ Nein [

Wenn ja, DIte CIIAULEIN. . ....c.eeivieeieiieieii ettt ettt b et e b et e b e steessesseessesssessesseensenseas

3. Treiben Sie regelméfBig mehr als 3x in der Woche fiir mindestens 1 Stunde Sport?

Ja [ Nein [

Wenn ja, WelChe SPOTTATt........cccuieiiieiiieie ettt et et ea

4. Hatten bzw. haben Sie folgende Erkrankungen?

a) chronische Erkrankungen

Magen-Darm-Erkrankungen
(z.B. Zoliakie, Colitis Ulcerosa)

Herz-Kreislauf-Erkrankungen
(z.B. Arteriosklerose, Herzschwiche)

Krebserkrankungen
Bluthochdruck (Hypertonie)

Erhohte Blutfettwerte
(z.B. Cholesterin)

Gicht, Hyperurikédmie
Diabetes

Allergien

Ja

Ja

Ja
Ja
Ja

Ja
Ja

Nein

Nein

Nein
Nein

Nein

Wenn ja, WEICKE.......ccciiiiiiiiecieieceeee ettt st

andere chronische Erkrankungen

Wenn ja, WEIChE........coiiiiiiiiiiieicceee e

b) akute Erkrankungen (bezieht sich auf das letzte halbe Jahr)

Erkéltung
Trauma

andere akute Erkrankungen

Ja [J
Ja O
Ja O

Nein
Nein

Nein

Zeitraum
(Monat/Jahr - Monat/Jahr)

Wenn ja, WElChE......cooiiiiiiee et ettt
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Psychosen)?

Ja [J Nein []

5. Haben bzw. hatten Sie psychische Erkrankungen (z.B. Angstzustéinde, Depressionen,

Ja [ Nein [J

Wenn ja, welche

6. Haben Sie sonstige Krankheiten, die hier nicht genannt wurden?

Ja [J Nein []

7. Nehmen bzw. nahmen Sie im Verlauf der letzten Monate Medikamente zu sich?

Wenn ja: (Bitte geben Sie den genauen Namen des Priparates an.)

Name des Wogegen Zeitraum der Einnahme
Medikamentes (Monat/Jahr - Monat /Jahr)

Beispiel:

Medikament: Beloc Bluthochdruck April 02 — Sept 02
MEIKAMENL:......ccviiiiiieiiieciee et e ettt et er e ebeeeetee e drreestreesseeebeesveeereeeseeans
MEIKAMENL:......ccviiieiieiiie ettt eebe e e stee e drreestseesseeebeesveeenseeensaeans
MEIKAIMENE . ...ttt ettt ettt ettt ettt ettt e ea e
IMEAIKAIMENE ...ttt ettt et a e et e ste st e et e testesae et enbeeae s

Nehmen Sie regelmiBig Aspirin bzw. den Wirkstoff Acetylsalicylsdure ein?

Ja [ Nein [

Falls nicht durch einen Arzt verordnet, wiren Sie bereit im Falle einer
Studienteilnahme auf die Einnahme wihrend des gesamten Studienzeitraumes zu

verzichten?

Ja [J Nein

0
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9. Rauchen Sie?
Ja [ Nein []
Wenn nein: [] Ich habe aufgehort zu rauchen und rauche
SCIt ceeeiiiieeeeeee (Monat/Jahr) nicht mehr
[ Ich rauche nur gelegentlich bei bestimmten Anléssen (z.B. Feiern)
[ Ich habe niemals geraucht
10. Trinken Sie alkoholische Getrinke?
Ja [ Nein []
Wenn ja, wie hiufig haben Sie in den letzten 4 Wochen die folgenden alkoholischen
Getrinke konsumiert? Bitte geben Sie an, wie viele Glaser oder Flaschen Sie
getrunken haben. Machen Sie Thre Angaben entweder ,,pro Tag*“ oder ,,pro Woche*
oder ,,pro Monat*
Anzahl pro Zeiteinheit
Getréankeart PortionsgrofBe (nur eine Angabe pro Getréink)
pro Tag pro Woche | pro Monat
Beispiel:
Wein Glas (0,2]) 3
Bier / Hefeweizen Flasche (0,5])
Bierschorle Glas (0,21)
(z.B. Diesel, Alster)
Wein Glas (0,21)
Weinschorle Glas (0,2])
Sekt / Schaumwein / Champagner Glas (0,11)
Likor Glas (2¢l)
Spirituosen* Glas (2cl)
(z.B. Whisky, Rum, Brandwein)
andere alkoholische Getrinke,
welche:
............................................................. Glas (0,21)
................................................... Glas (0,21)

* bitte beriicksichtigen Sie auch Spirituosen in Mixgetrénken (z.B. Longdrinks, Cocktails)

11. Nehmen Sie gelegentlich andere Rauschmittel (z.B. Ecstasy, Designerdrogen) zu sich?

Ja [ Nein [

WENN Ja, WEICKE. .....iiiiiieiii ettt et e sea e e ebaeseveeenraessseas

Vielen Dank fur Ihre Mitarbeit !
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Soziodemographischer Fragebogen

Probandennummer: | | | |/| | | Datum: | | |/| |

4

SOZIODEMOGRAPHISCHE DATEN

1. | Geben Sie bitte Ihr Geburtstagsdatum an!

/ / (Tag/Monat/Jahr)
2. | Welche Staatsangehorigkeit haben Sie?
[J deutsch
[ ANACTE ..ottt

3. | Welchen Familienstand haben Sie gegenwartig?
[ ledig

[J verheiratet / Lebensgemeinschaft
[1 verwitwet / geschieden

[] getrennt lebend

4. | Welchen Schulabschluss haben Sie?
(Wenn Sie mehrere Schulabschliisse haben, nennen Sie nur den hdchsten!)

[ Abitur / Hochsschulreife

[J Realschulabschluss (Mittlere Reife, 10. Klasse, vergleichbarer Abschluss)
[ Hauptschulabschluss / Volksschulabschluss (8. Klasse)

[ Schule beendet ohne Abschluss

[J noch keinen Abschluss

5. | Welchen beruflichen Ausbildungsabschluss haben Sie?
(Falls Sie mehrere Abschliisse haben, nennen Sie nur den hichsten!)

[J Lehre (beruflich-betriebliche Ausbildung)

Berufsfachschule, Handelsschule (beruflich-schulische Ausbildung)

Fachschule (z.B. Meister-, Technikerschule, Berufs- oder Fachakademie)
Fachhochschule, Ingenieurschule

Universitit, Hochschule

noch in beruflicher Ausbildung (Auszubildender, Student) — weiter mit Frage 13

keinen beruflichen Abschluss

O o o o o o od

anderer Ausbildungsabschluss — welcher ?..........ccoceoiiiiiiiiiiiie e,

6. | Wie haben Sie von dieser Studie erfahren?
[l von einem Freund

aus der Zeitung

durch einen Aushang

aus einem Anschreiben

U
0
[1 aus dem Radio
0
[

S10) 0 TR PRRN
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Familiare Krankengeschichte

Probandennummer: | | | |/| | |

Datum: | | |/

VI

FAMILIARE KRANKENGESCHICHTE

Sind in Ihrer Familie folgende Erkrankungen aufgetreten?

Diabetes:
Ja 0  Nein 0 — Verwandtschaftsgrad: Mutter []  Vater
Grofleltern [1  Onkel/Tante
Sohn 0 Tochter
Bluthochdruck:
Ja 1 Nein [J — Verwandtschaftsgrad: Mutter [J  Vater
GrofBeltern [ Onkel/Tante
Sohn [ Tochter
Erhohte Blufettwerte:
Ja 1 Nein [ — Verwandtschaftsgrad: Mutter [J  Vater
GrofBeltern [ Onkel/Tante
Sohn 0 Tochter
Koronare Herzerkrankungen:
Ja 0  Nein 0 — Verwandtschaftsgrad: Mutter []  Vater
Grofleltern [1  Onkel/Tante
Sohn 0 Tochter
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Anamnese Fragebogen

Probandennummer: | | |

4

Datum: | | V| | VI |

1. Haben bzw. hatten Sie seit der letzten Blutabnahme folgende Erkrankungen?

Magen-Darm-Erkrankungen

Wenn ja, welche:

Herz-Kreislauf-Erkrankungen

Wenn ja, welche:

Hyperlipidamie / Erhéhte
Cholesterinwerte

Allergien

Wenn ja, welche:

Andere chronische Erkrankungen

Wenn ja, welche:

Andere akute Erkrankungen

Wenn ja, welche:

Bluthochdruck
Erkaltung

Fiebrige Erkrankungen
Trauma

Gicht, Hyperurikamie
Diabetes

Psychische Erkrankungen

Ja [

Nein [J

Ja [l

Nein [

Ja [

Ja [l

Nein [J

Nein [

Jall

Nein []

Ja [

Nein [

Jall
Jall
Jall
Jall
Jall
Jall
Jall

Nein [J
Nein [
Nein [J
Nein [
Nein [J
Nein [

Nein [J

Zeitraum
(Tag/Monat) - (Tag/Monat)

/ - /
/ - /
/ - /
/ - /
/ - /
/ - /
/ - /
/ - /
/ - /
/ - /
/ - /
/ - /
/ - /
/ - /
/ - /
/ - /
/ - /
/ - /
/ - /
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2. Nehmen bzw. nahmen Sie seit der letzten Blutabnahme Medikamente ein?

Ja. O Nein [ —> Wenn ja, bitte erldutern:
Name des Medikamentes Wogegen Zeitraum
(Tag/Monat) - (Tag/Monat)
/ - /
/ - /
/ - /
/ - /
/ - /

3. Nehmen bzw. nahmen Sie seit der letzten Blutuntersuchung Nahrungserganzungsmittel
oder Mineralstoff- bzw. Vitaminpréparate ein?

—>

Ja. [ Nein [J Wenn ja, bitte erldutern:

Art des Praparates Verzehrsmenge Zeitraum
(Tag/Monat) - (Tag/Monat)

/ - /
/ - /
/ - /
/ - /
/ - /
3. Haben Sie seit der letzten Blutabnahme geraucht?
Ja. 0O Nein [ —> Wenn ja, bitte erldutern:
Was? (Zigaretten, Zigarillos, Zigarre) Menge Wann?
(Tag/Monat)
Y
Il
/

(Datum, Unterschrift)
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Olivendl Fragebogen

Probandennummer: | | | Datum: | | |/

Vi

FRAGEBOGEN - OLIVENOL

1. Haben Sie vor der Studie schon mal Olivendl verzehrt?

[ ja [] nein

2. Haben Sie/lhre Partnerin vor der Studie im eigenen Haushalt Olivenél verwendet?

[ ja [] nein

3. Wiirden Sie in Zukunft Olivendl fur Ihren Eigenverbrauch kaufen?

[ ja [J nein (> Fragebogen beendet)

4. Welche Olivendlsorte wiirden Sie Uberwiegend kaufen?
[] natives bzw. extra natives Olivendl

[J raffiniertes Olivenol

5. Welchen Geschmack sollte dieses Olivendél haben?

DI/E

Erstellen Sie eine Rangfolge von 1 bis 3 der fiir Sie wichtigen Geschmackskriterien fiir

das Olivendl! (1 = am wichtigsten, 2 = wichtig, 3 = weniger wichtig) Alle anderen

Geschmackskriterien sollen offen bleiben.

|_| geschmacksneutral |_| fruchtig
|_| milder Olivengeschmack |_| nussig
|_| kréftiger Olivengeschmack |_| herb, bitter

|_| SONSHIZES....cvvevveieieieieiee e




Erndhrungsprotokoll (Auszug)

Ernahrungsprotokoll
Probandennummer: | | |
Zeitraum: von

bis

Sehr geehrte Studienteilnehmer,

im Rahmen des EUROLIVE-Projektes ist es notwendig, etwas liber
Ihre allgemeinen Erndhrungsgewohnheiten zu erfahren. Wir bitten
Sie deshalb, an 3 Tagen (Sonntag bis Dienstag) ein
Erndhrungsprotokoll zu fithren und dies ausgefiillt zu dem
Blutentnahmetermin mitzubringen.

Dafiir ist es wichtig, dass Sie Thre Erndhrungsgewohnheiten in
dieser Zeit nicht dndern und dass Sie vollstandig und ehrlich
alles aufschreiben, was Sie verzehrt haben. Essen Sie immer die
gewohnten Lebensmittel und die gewohnten Mengen.

Bevor Sie jedoch mit der Protokollierung am ersten Tag beginnen,
beachten Sie bitte die Hinweise und Hilfestellungen auf den

nichsten Seiten.

Sollten Sie noch weitere Fragen haben, stehen wir Thnen gern unter
folgender Telefonnummer zur Verfiigung:

Frau Machowetz (033200/88 - .....)

Bei dringenden Fragen konnen Sie Frau Machowetz auch unter
ihrer Handy-Nummer (...... / ........... ) auBerhalb der normalen
Arbeitszeit erreichen.

Wir bedanken uns herzlich fur Ihre Teilnahme und Mitarbeit!

ONVHNY
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Und so wird’s gemacht:

Fiillen Sie bitte das Protokoll bei jeder Mahlzeit aus. Notieren Sie
alle Lebensmittel und Getranke so genau wie mdglich. Vergessen
Sie bitte nicht, auch kleine Zwischenmahlzeiten anzugeben.

Notieren Sie Ihren Verzehr nicht erst am Ende des Tages aus dem
Gedichtnis. Nehmen Sie das Protokoll deshalb bitte immer mit,
auch wenn Sie bei Freunden eingeladen sind oder im Restaurant
essen.

Geben Sie die verzehrten Mengen der Lebensmittel und Getrdnke
in haushaltsiiblichen MaBen an:

- Teeloftel (TL), Essloffel (EL), gehduft (geh.), gestrichen (gestr.)

- Tasse (klein 150 ml, mittel 200 ml, grof3 250 ml)

- Glas (klein 150 ml, mittel 200 ml, groB3 250 ml)

- Messerspitze = die Menge Gewiirz, Backpulver usw. die auf
eine Messerspitze passt, etwa 2 - 4 Prisen

- Prise = so viel Salz, Pfeffer usw. wie zwischen Daumen und
Zeigefinger passt

- Schuss = die Flasche kurz kippen, vorsichtshalber den Daumen
auf die Offnung halten; Angabe oft bei Essig, Likor oder Wein

- Spritzer = 3 - 4 Tropfen; Angabe oft bei Zitronensaft oder
Sojasof3e

- Scheibe, Stiick - jeweils dick oder diinn, grof3 oder klein
angeben

Bei Fertigprodukten ist das Gewicht auf der Verpackung
vermerkt, z.B. 150 g Joghurt, 33,5 g Miisliriegel. Geben Sie
gegebenenfalls auch die Ndhrwertangaben auf der Verpackung
an.

Schreiben Sie nur die wirklich verzehrten Mengen auf.

Wenn Sie Speisen fiir die Familie zubereiten, notieren Sie bitte
die wvollstindige Zutatenliste des Rezeptes in der dafiir
vorgesehenen Spalte. Den tatséchlich von Thnen verzehrten
Anteil vermerken Sie dann unter der entsprechenden Tageszeit
(z.B. V4 Rezept Pizza, 1 Suppenteller Rezept Eintopf, 3 geh. EL
Rezept Gemiisecurry).

Vergessen Sie nicht, das zum Backen, Braten, Kochen etc. oder
als Aufstrich verwendete Fett anzugeben (einschl. Sorte oder
Handelsname)

Geben Sie bitte die Speiseart wie folgt an: Fertiggericht oder
selbst zubereitet oder auBer Haus verzehrt

Vermerken Sie bitte in der vorgegebenen Spalte die
entsprechende Zahl fiir den Zustand des verzehrten
Lebensmittels:

Zustand des verzehrten Lebensmittels:

NN N AW~

frisch/roh 8 gekocht

tiefgefroren 9 gediinstet

getrocknet 10 gedampft

eingeweckt 11 gebraten/fritiert
konserviert 12 gegrillt/getoastet
aufgetaut 13 gebacken/gebraten (Ofen)
erwirmt 14  gegart

ONVHNY
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Bezeichnen Sie alle Lebensmittel moglichst genau: Beispiele

Schlagsahne:

Durch das Schlagen der Sahne verdoppelt sich das Volumen
der Sahne, d.h. 1EL geschlagene Sahne entspricht %2
gestrichenen EL fliissiger Sahne.

z. B. 1 kleines Stiick Apfelhefekuchen mit 2 EL geschlagener
Sahne (30 % Fett)

Kéase:

Alle Késesorten, auch Frischkdse, werden in verschiedenen
Fettstufen angeboten. Achten Sie bitte auf die Kennzeichnung
der Ware auf der Verpackung bzw. an der Késetheke.

z.B. Gouda 45 % Fett 1. Tr. oder Frischkdse 17 % Fett absolut

Brot und Backwaren:

Geben Sie genau an, welches Brot Sie verzehren, z.B.
Mischbrot, Weizen- oder Vollkorntoast, Weizenbrotchen,
Vollkornbrot, Knéckebrot, Pumpernickel

Getreide-Produkte:
Nudeln (gekocht), Reis parboiled (gebraten)

Kuchen:
Hefestreuselkuchen mit Obst, Miirbeteigplatzchen, Obsttorte
mit Biskuitboden, Riihrkuchen, Buttercremetorte

Fette und Ole:

Geben Sie bitte die Art, z.B. Olivendl, Margarine (halbfett),
Butter und die Menge [in Teeloffel (TL), Essloffel (EL)] des
verwendeten Fettes/Oles an.

Fleisch- und Wurstwaren:

Rindfleisch mager (geschmort), Schweineschnitzel halbfett
parniert (gebraten), Schinken (gekocht oder gerduchert).
Charakterisieren Sie gegebenenfalls die Lebensmittel mit:
fett, mager und fettreduziert niher.

©

& o

Milch:

Notieren Sie bitte, welche Milchart Sie verzehrt bzw.
verwendet haben: H-Milch, pasteurisierte Milch, Vorzugs-
Rohmilch, Sterilmilch mit ihrem entsprechenden Fettgehalt,
z.B. frische Vollmilch 3,5 % Fett

Milch im Kaffee:

Verwenden Sie nur kleine Mengen Milch im Kaffee, so
driicken Sie die Menge in Essloffel aus. Geben Sie auch den
Fettgehalt der Kondensmilch an.

z.B. 1 kleineTasse Kaffee mit 1EL Kondensmilch (4,0 %)

Joghurt:

Wenn Sie einen Becher Joghurt essen, achten Sie bitte darauf,
wieviel Gramm dieser Becher enthédlt (125 g, 150 g, 175 g,
200 g). Notieren Sie auch den Fettgehalt und den Namen des
Produktes! Verzehren Sie den Joghurt nicht vollstindig, so
rechnen Sie bitte den verzehrten Inhalt in Essloffel (EL) um. So
entspricht z. B. ein Becher Joghurt von 150 g 7% EL (1
Essloffel =20 g)

z.B. 125 g Fruchtjoghurt (3,5 %), 3 EL Joghurt Natur (3,5 %)
oder 2 Becher (200 ml) Trinkfruchtjoghurt

Getranke:

Orangensaft, Orangennektar, Orangenfruchtsaftgetrénk,
Apfelsaftschorle (1:1), Bier (Pils), Hefeweizen
Rotwein (trocken), Pflaumenschnaps 40 % Alk.

SofRen und Suppen: )
BratensoB3e gebunden, Hollédndische Sof3e, Essig-Ol-Salatsofe,
Joghurtdressing, Klare Suppe, Eintopf, Cremesuppe, Soljanka

Obst und Gemdse:

Apfel mit Schale und Gehéduse (grof3), Banane ohne Schale
(mittel), Mohrriibe roh (klein), Erbsen (Feinfrost) gediinstet,
Y2 Konserve (325 g) Pfirsiche

ONVHNY
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MUSTERPROTOKOLL

MUSTERPROTOKOLL

Datum Wochentag: Datum Wochentag:
= gl = g
(5] (5]
= Lebensmittel / Zutaten verzehrte £ | Bemerkungen = Lebensmittel / Zutaten verzehrte £ | Bemerkungen
5 Menge | = < Menge =
N > N
1. Fruhstuck Abendbrot
Vollkornbrotchen 2 Stiick mittlere Grof3e Vollkornbrot 2 Scheiben mittlere Grofe
Roggenmischbrot 1 Scheibe diinn Doppelrahmfrischkise (70 % Fett) 2TL geh.
Butter 2TL geh. Leberwurst (fein) 2TL gestr.
Gouda (45 % Fett i. Tr.) 2 Sch. mittlere Grofle Tomate 1 1 klein
Erdbeermarmelade 2TL geh. Gurke (geschalt) 2 Stiick 1 klein
Schinken (gerduchert) 1 Scheibe diinn Hefeweizen 500 ml
Kaffee mit Milch 1 Tasse kleine Tasse Fruchtjogurt (3,5 % Fett) 125¢
Kondensmilch fiir den Kaffee (7,5 %) 1 TL
Orangensaft (100 %) 1 Glas grofles Glas Spatimbiss
. . HeiBBe Himbeeren 1 Tasse 5 klein
2.Frihstuck Vanilleeis 2 EL 2 geh.
Apfel (geschilt) 1 1 | mittlere GroB3e Sonstiges
Mittag Mlneralwasser 1 Glas groBes.Glas
Bitterschokolade 2 Stiickchen klein
Rezept ,,Gulasch mit Gemiise*
davon gegessen: . Rezepte
Gulasch 1 Tasse | 14 | mittlere Tasse
Nudeln 150g g gekocht Gl?lasch.mit Gemiise: .
gewogen Rindfleisch (mager, Fett abgeschnitten) 400 g 11| roh gewogen
Apfelsaft (100 %) 1 Glas mittleres Glas Zwiebeln (geschilt) 5 11 | mittlere GroBe
Mineralwasser (Evian) 1 Glas kleines Glas Bratfett (Biskin) 3 TL
Banane (ohne Schale) 1 1 | mittlere GroB3e Ketchup (Thomy) 4 TL
Fleischbriihe (Maggi) 250 ml
Nachmittagsimbiss Salz 2 Prisen
| Kaffee (schwarz) | 2 Tassen | ‘ kleine Tassen Sahne (stif, 30% Fett) 3EL
Apfeltorte (Hefekuchen) 1 Stiick klein rote Paprikaschote 2 11 mittlere Grofle

ONVHNY
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Hinweise zum Umgang mit dem Olivendl

Verwendung des Olivendles:

Das Olivenél sollte mdglichst das normal konsumierte Ol/Fett ersetzen und nicht zusétzlich

verzehrt werden.

Konsumieren Sie das Olivendl roh, d.h. ohne es zu erhitzen. Demnach kénnen Sie das Ol
nicht zum Kochen, Braten und Backen verwenden, sondern erst nach der Zubereitung der

warmen Mahlzeit (wenn diese bereits etwas abgekiihlt ist) die Speise damit anreichern.

Wenn Sie fiir mehrere Personen Essen zubereiten, sollte die Anreicherung der Mahlzeit
erst nach der Portionierung auf dem eigenen Teller erfolgen, so dass auch nur Sie das

Olivendl verzehren.
Versuchen Sie moglichst nur die Menge an Essen auf Ihren Teller zu tun, die Sie auch
verzehren. Damit soll verhindert werden, dass mit Olivendl angereicherte Mahlzeitreste

iibrig bleiben, die fiir einen Verzehr zu einem spédteren Zeitpunkt erwiarmt werden miissen.

Tunken Sie das restliche auf dem Teller verbleibende Olivendl mit Brot auf und verzehren

Sie es bitte vollstiandig.

Nehmen Sie die gesamten 25 ml des Olivendles moglichst iiber den Tag verteilt zu sich.

Lagerung des Olivendles:

Das Olivenol sollte an einem dunklen und trockenen Ort (z.B. im Schrank oder in einer

geschlossenen Box) aufbewahrt werden. Bitte lagern Sie das Olivendl bei 20 bis 25 °C und nicht

im Kiihlschrank, da es sonst ausflockt.

Bitte bringen Sie die ungereinigten Olivenélbehdlter am Ende der Verzehrsperiode

wieder mit !l
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Zuséatzliche Ernéhrungshinweise

Um eine erhdhte Aufnahme an Antioxidantien und phenolischen Verbindungen im Verlauf der

Studie zu vermeiden, diirfen pro Tag nicht mehr als:

<

e 2 Portionen Gemiise bzw. Gemiisesifte & &
(1 Portion entspricht 100 - 150 g oder Stiick bzw. 200 ml)

e 3 Portionen Obst bzw. Obstséfte

(1 Portion entspricht 100 - 150 g/ Stiick bzw. 200 ml) OW@

e 3 Tassen Tee bzw. Kaffee

(1 Tasse entspricht 150 ml) éf‘j\ é@\ é@\

e 2 Schokoladenriegel (je 50 g) ) _
oder eine halbe Tafel Schokolade (50 g) h
e 2 Gléser Rotwein
(1 Glas entspricht 200 ml)

e maximal 11 Bier Wl

verzehrt werden. Bitte vermeiden Sie aulerdem Oliven sowie speziell mit Vitaminen und

Mineralstoffen angereicherte Lebensmittel (z.B. ACE-Séfte, Multivitaminséfte).
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Retrospektives Aktivitatsprotokoll

Identifikation |_|_|/|_|_| Datum:| | |/| | |/| | |

AKTIVITATSPROTOKOLL

1. Welcher Art von korperlichen Aktivitdten gehen Sie in ihrer Arbeit nach (oder in ihrem Alltag) ?
Ich sitze hauptséchlich und bewege mich nur wenig (z.B. Verwaltungspersonal)

Ich sitze hauptsdchlich und bewege mich kontinuierlich (z.B. Kassierer)

Ich laufe viel aber ohne starke korperliche Anstrengung (z.B. Verkaufer)

Ich laufe viel mit zum Teil groBer kdrperlicher Anstrengung (z.B. Postbote)

Ich flihre die meiste Zeit korperlich schwere Arbeit aus (z.B. Mdbelpacker)

I I I 0 A O

2a. An wie vielen Tagen gehen Sie durchschnittlich in einem Monat spazieren?

Tage/Monat

b. Wie viele Minuten sind das durchschnittlich an jedem dieser Tage?
Minuten/Tag

3a. An wie vielen Tagen steigen Sie durchschnittlich in einem Monat Treppen
(aufwirts)?

Tage/Monat

b. Wie viele Stockwerke sind das durchschnittlich an jedem dieser Tage (aufwérts)?
Stockwerke/Tag

4a. An wie vielen Tagen arbeiten Sie durchschnittlich in einem Monat in [hrem Garten
oder verrichten dhnlich anstrengende Tatigkeiten?
Tage/Monat
b. Wie viele Minuten sind das durchschnittlich an jedem dieser Tage?
Minuten/Tag

5a. An wie vielen Tagen treiben sie durchschnittlich in einem Monat Sport?
Tage/Monat
b. Welche Sportart(en)?

c. Wie viele Minuten sind das durchschnittlich an jedem dieser Tage?
Minuten/Tag

Berechnete kcal/Woche:




Prospektives Aktivitatsprotokoll (Auszug)

Aktivitatsprotokoll

Probandennummer: | ]

Zeitraum: von

bis

Sehr geehrte Studienteilnehmer,

im Rahmen der EUROLIVE-Studie bendtigen wir Angaben
beziiglich Threr tdglichen Aktivititen. Deshalb bitten wir sie,
an 7 aufeinanderfolgenden Tagen ein Aktivitdtsprotokoll zu fiihren
und dieses ausgefiillt zum Blutabnahmetermin mitzubringen.

Dafiir ist es wichtig, dass Sie Thre liblichen Aktivititen in dieser
Zeit beibehalten, und dass Sie ehrlich und vollstindig alles
aufschreiben.

Bevor Sie jedoch die Protokollierung am ersten Tag beginnen,

beachten Sie bitte die Hinweise und Hilfestellungen auf der
néichsten Seite.

Sollten Sie noch weitere Fragen haben, stehen wir Ihnen gern unter
folgender Telefonnummer zur Verfligung:

Frau Machowetz Tel.: 033200/ 88 - ....

Bei dringenden Fragen konnen Sie Frau Machowetz auch unter
threr Handynummer (....../.......... ) auBlerhalb der normalen
Arbeitszeit anrufen.

Vielen Dank fiir Ihre Teilnahme und Mitarbeit!

DONVHNY
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Und so wird's gemacht:

» Fiillen Sie das Protokoll bitte an den im Studientagebuch
vorgeschriebenen Tagen genau und vollstidndig aus.

» Kreuzen Sie dafiir alle 15 min das Késtchen mit der jeweiligen
Aktivitdt an. (ein Késtchen = 15 min)

» Bei Tétigkeiten, die nicht aufgefiihrt sind, kreuzen Sie bitte
dhnlich anstrengende Aktivititen an oder erginzen Sie diese
unter “nicht angefiihrte Tatigkeiten®.

» Unterscheiden Sie beim Ausfiillen bitte zwischen Aktivititen
wiahrend der Berufstatigkeit und Aktivitdten aullerhalb der
Berufstitigkeit.

» Es ist empfehlenswert, das Protokoll den ganzen Tag bei sich
zu fihren, um es immer wieder neu zu ergénzen. So konnen
Tétigkeiten nicht vergessen werden.

» Beim Ausfiillen der sportlichen Aktivitdten beachten Sie bitte,
nur die wirklich aktiven Phasen unter der entsprechenden
Sportart zu notieren. Alle Pausen tragen sie bitte bei Aktivitdten
auBerhalb der Berufstatigkeit ein.

» Unterstreichen Sie bitte zusétzlich die entsprechende Sportart,
falls diese als Beispiel bereits angegeben ist. Sollte Thre
Sportart nicht erwéhnt sein, bitten wir Sie, diese unter “nicht
aufgefiihrte Sportarten genau zu notieren.

Tatigkeit

* Schlaf- und Ruhezeiten

% Aktivitaten wahrend der Berufstatigkeit

leichte Arbeit (z.B. Schreibtischarbeiten, PC-Arbeit)

Sitzen mittelschwere Arbeit (z.B. Gabelstapler fahren, Kassiererin)

leichte Arbeit (z.B. an Ladentheke arbeiten, Laborarbeit)

Stehen | mittelschwere Arbeit (z.B. Regale auffiillen, schnelle FlieBbandarbeit)

schwere Arbeit (z.B. Maurerarbeiten)

langsam

Gehen ziigig/schnell

etwas tragend (z.B. Tabletts, Geschirr, Tasche)

etwas Schweres tragend (ca. 20 kg)

Gehen langsam

ziligig/schnell

langsam' (< 15 km/h)

D
Weg zur/von Radfahren maBig” (15 - 20 km/h)

Arbeit schnell’ (20 - 23 km/h)

sehr schnell’ (23 - 26 km/h)

Auto fahren, aktiv

Bus, Bahn, Auto fahren, passiv

nicht angefiihrte Tatigkeiten:

* Aktivitaten aulRerhalb der Berufstatigkeit

Tatigkeiten im Sitzen (z.B. essen, lesen, fernsehen, telefonieren, Auto fahren)

Tatigkeiten im Stehen (z.B. Korperpflege), langsames gehen (< 4 km/h)

leichte Hausarbeit (z.B. kehren, Staub wischen, kochen, biigeln), musizieren

Lebensmittel einkaufen, Betreuung von Kindern, ziigiges gehen (4 - 6 km/h)

mittelschwere Haus- und Gartenarbeit (z.B. Fenster putzen, Rasen méhen)

Reparaturarbeiten, handwerkliche Tétigkeiten (z.B. Fliesen legen, Malerarbeiten)

korperlich schwere Haus- und Gartenarbeit (z.B. umgraben, Schnee schaufeln)

sehr schwere Haus- und Gartenarbeit (Holz hacken, tragen schwerer Lasten)

nicht angefiihrte Tatigkeiten:

% Sportliche Aktivitaten

Bowling, Billard, Surfen

Gymnastik, langsames Radfahren', Reiten, Tischtennis, Trainer (allg.)

Golf, Tanzen

Acrobic, Basketball, miBiges Radfahren’, Wandern

Badminton, Inline Skating, Rudern, Skifahren, Tennis

Bergsteigen, FuBball, Handball, Jogging, schnelles Radfahren®, Schwimmen

Judo, sehr schnelles Radfahren®, Squash

nicht angefiihrte Sportarten:

ONVHNY
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Datum: Wochentag: 1. Tag 1. Tag
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Urinprotokoll

24 - Stunden - Urin - Sammlung

Sammeln Sie bitte am 1. Tag der Urinsammlung erst ab dem zweiten Urin
und dann jede weitere Probe. Bitte beginnen Sie nicht mit der Sammlung

des ersten Urins.

Der letzte Urin, den Sie in die Sammelflasche fiillen, ist der erste Urin

des nédchsten Tages.

Sammeln Sie die Urinproben zuerst im Messbecher und bestimmen Sie
das Volumen jeder Probe. Tragen Sie das bestimmte Volumen in das
24-Stunden-Urin-Protokoll ein. Fiillen Sie anschlieBend die Probe in eine der

Sammelbehélter.

Eine Hilfestellung, um sich an das Sammeln aller Proben zu erinnern,

kann eine Sicherheitsnadel sein, die Sie an Threr Unterwésche befestigen.

Wenn Sie zu Hause sind, stellen Sie einen der beiden Sammelbehilter,
falls moglich, in Thr WC, um sich selbst an das Sammeln zu erinnern. Der

andere Sammelbehilter kann flir unterwegs verwendet werden.

Sollten Sie noch weitere Fragen haben, stehen wir Thnen gerne unter der folgenden

Telefonnummer zur Verfiigung: Frau Machowetz Tel: 033200/88 - ....
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Behilternummern: /

Identifikation: |_|_|/|_|_|

24 - Stunden - Urin - Protokoll

Sammeltage: | | /|| |/

| | ab2. Urinbis |

@ Bitte notieren Sie lhre Urinabgaben!

[ V| V| | [|nurl.Urin

Urinabgabe

Uhrzeit

Volumen (in ml)

1

0| | N W»n| B W DN

@ Haben Sie am Tag der Urinsammlung Medikamente eingenommen? Wenn ja, bitten
wir Sie um nahere Informationen!

Name des Medikamentes

Dosierung

Haufigkeit der Einnahme

® Haben Sie am Tag der Urinsammlung Vitamin- bzw. Mineralstoffpréaparate
eingenommen? Wenn ja, bitten wir Sie um nédhere Informationen!

Name des Priparates

Dosierung

Haufigkeit der Einnahme
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11.5 Briefe an die Probanden

Screening

«Vorname» «Name» Bergholz-Rehbriicke, den «Datum»
«Adresse»

«PLZ», «Ort»

Sehr geehrter Herr «Vornamey «Namey,
wir bedanken uns fir Thr Interesse an unserer EUROLIVE-Studie.

EUROLIVE ist ein Projekt, an dem sich neben unserem Institut Forschungseinrichtungen aus
verschiedenen europdischen Landern beteiligen. In der Studie soll die Wirkung von kaltgepresstem,
einfachem und raffiniertem Olivendl als moglicher Schutzfaktor gegeniiber Herz-Kreislauf-
Erkrankungen untersucht werden.

Sie haben uns lhr Interesse an einer Studienteilnahme mitgeteilt. Das beiliegende Informationsblatt
beschreibt IThnen die geplanten Untersuchungen. Auflerdem finden Sie einen Fragebogen, den Sie,
wenn Sie sich zur Studienteilnahme bereit erkldren, bitte ausfiillen und im frankierten
Riickumschlag innerhalb einer Woche an uns zuriickschicken.

Fiir die endgiiltige Probandenauswahl bendtigen wir allerdings einige Blut- und Urinparameter
(z.B. Blutfette, Cholesterin, Bilirubin). Nach Eingang Ihres Fragebogens setzen wir uns mit Ihnen
in Verbindung und vereinbaren einen Termin fiir die Blut- und Urinanalyse.

Zdgern Sie nicht, uns unter den oben angegebenen Telefonnummern anzurufen, wenn Sie weitere
Fragen zur Studie oder zum Ausfiillen des Fragebogens haben. Wir stehen lhnen fiir eventuelle

Fragen gern zur Verfligung.

Fiir Thre Unterstiitzung bedanken wir uns im Voraus und hoffen auf eine gute Zusammenarbeit mit
Ihnen.

Mit freundlichen Griifien

Dr. oec. troph. C. Koebnick Dipl. oec. troph. A. Machowetz
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Ausschluss Studienteilnahme

«Vorname» «Name» Bergholz-Rehbriicke, den «Datum»
«Adresse»

«PLZy», «Orty»

Sehr geehrter Herr «Vorname» «Namey,

wir haben uns sehr liber Ihre Bereitschaft gefreut, an unserer EUROLIVE-Studie teilzunehmen. Die
Auswertung aller Vorinformationen, die wir von Ihnen erhalten haben, ergab allerdings, dass Sie
nicht in das vorher festgelegte Auswahlprofil passen. In Ihrem Falle betrifft das folgende(n)
Punkt(e):

(] Einnahme von Vitamin- und Mineralstoffpréparaten

Q[ gesundheitliche Griinde

A1 Medikamenteneinnahme

Q] bestimmte Blut- und/oder Urinparameter liegen nicht im Referenzbereich
A[]  Zeitpunkt des letzten Rauchens liegt weniger als ein Jahr zuriick
([ zu hohe energetische Aufwendungen wihrend der Freizeitaktivitdten
(A Durchfiihrung einer Diét

(7 zuhoher Konsum an alkoholischen Getréinken

Q1 Konsum von Rauschmitteln

(A  Urlaub in einer entscheidenden Phase der Studie

(A7 groBe Anzahl der Interessenten, sodass der Zufall entscheiden musste

(A Einreichung der Unterlagen nach dem..............ccccovvevieninnnnnnn,

Wie Sie wissen, sind wir verpflichtet, geméf den Bestimmungen des Brandenburgischen
Datenschutzgesetzes unsere Namens- und Adressdatei unmittelbar nach Ausschluss der Teilnahme
zu loschen. Falls Sie Interesse haben, dass IThr Name und Thre Adresse in unserer Probandendatei
fiir eventuelle neue Studien verbleiben soll, dann bitten wir Sie den folgenden Abschnitt
auszufiillen und im beiliegenden Umschlag an uns zuriickzusenden.

Wir bedanken uns fiir Thr Interesse und wiinschen Ihnen ein gesundes Neues Jahr.

Mit freundlichen Grifien

Dr. oec. troph. C. Koebnick Dipl. oec. troph. A. Machowetz
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Informationsveranstaltung / Ergebnisse Screening

«Vorname» «Name» Bergholz-Rehbriicke, den «Datum»
«Adresse»

«PLZy», «Orty»

Sehr geehrter Herr «Vorname» «Namey,

wir freuen uns, lhnen mitteilen zu konnen, dass Sie das Screening fiir die EUROLIVE-Studie
erfolgreich gemeistert haben und Ihrer Teilnahme damit nichts mehr im Wege steht. Die
Ergebnisse der Screening-Untersuchung finden Sie dem Schreiben beigefiigt.

Um Thnen den weiteren Studienablauf zu erldutern, mochten wir Sie ndchste Woche zu einer
Informationsveranstaltung ins Institut einladen. Dafiir stehen die nachfolgenden Termine zur
Verfiigung :

Mittwoch, 15. Januar 2003 16.00 Uhr
18.30 Uhr
Donnerstag, 16. Januar 2003 10.00 Uhr
16.00 Uhr
Freitag, 17. Januar 2003 16.00 Uhr

Eine genaue Absprache des Zeitpunktes werden wir telefonisch mit Ihnen in den nichsten Tagen
vereinbaren. So haben Sie ausreichend Zeit sich Ihren gewiinschten Termin auszuwéhlen.

Da Sie im Verlauf der Studie im zwei- bzw. dreiwochigen Rhythmus immer am selben Wochentag
zur Blutabnahme ins Institut kommen sollen, wiirden wir Sie bitten, uns einen Wochentag
vorzuschlagen, der fiir Sie am giinstigsten ist.

Wir wiinschen Ihnen einen angenehmen Studienbeginn und eine erfolgreiche Studienzeit.

Mit freundlichen Grifien

Dr. oec. troph. C. Koebnick Dipl. oec. troph. A. Machowetz



ANHANG XLIV

«Vorname» «Name» Bergholz-Rehbriicke, den «Datum»
«Adresse»

«PLZ», «Orty

Gemessene o )
Blutparameter Wert Maleinheit Normbereich Manner
ALAT U/l <40
Kreatinin pumol/1 62,0-120,0
Triglyzeride mmol/l 0,68 - 1,88
Cholesterin mmol/l niedriges Risiko < 5,2
hohes Risiko > 6,5
Glukose mmol/l 3,61-6,11
Héamoglobin g/dl 14-18
Leukozyten Gpt/l 4,0-9,0
Thrombozyten Gpt/l 140 - 450
Gemessene
Urinparameter Wert
Leukozyten
Nitrit
pH-Wert
Protein
Glukose
Ketone
Urobilinogen
Bilirubin
Blut
- .... negativ (Normwert) , +....geringfligig erhoht ,
++.... miBig erhoht, +++.... stark erhoht
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Laborwerte - EUROLIVE Screening

Laborwerte sind Momentaufnahmen unseres Korpers. Sie geben Auskunft dariiber, welche Stoffe
gerade in welchen Mengen im Korper vorhanden sind. Sie sind stindigen Verdnderungen
ausgesetzt und diversen Einfliissen und Faktoren unterworfen. Deswegen diirfen Laborergebnisse
nur im Zusammenhang bewertet werden. Einfluss auf Laborwerte haben verschiedene Faktoren:
Geschlecht, Alter, Erndhrung, psychische und physische Belastungen, Tagesrhythmus,
Medikamente und Erkrankungen.

Gemessene Blutparameter

ALAT (Normbereich: <40 U/l)

Die Alanin-Aminotransferase (ALAT) ist ein Enzym, dessen hochste Konzentration in den
Leberzellen vorkommt. Werden erhohte ALAT-Werte im Blut nachgewiesen, weist dies auf eine
Zellschdadigung hin. Dabei steht die Hohe der ALAT-Konzentration im Zusammenhang mit der
Anzahl der betroffenen Leberzellen. Bei akuter Leberentziindung steigt die ALAT-Konzentration
stark an.

Kreatinin (Normbereich: 62,0 - 120,0 pmol/l)

Kreatinin entsteht bei der Muskelarbeit durch den Abbau der Energiespeicher Kreatin und
Kreatininphosphat. Die Kreatininmenge ist daher abhidngig von der Muskelmasse und der
Muskelarbeit. Kreatinin wird fast vollstdndig iiber die Nieren ausgeschieden. Wenn man von
exzessiver Fleischzufuhr absieht, ist der Kreatininspiegel im Blut nahrungsunabhingig und steht in
Verbindung mit der Filterfunktion der Nieren. Die Kreatininspiegel steigen erst an, wenn mehr als
50 Prozent der Nierenfilter arbeitsunfdhig sind. Daher dient dieser Laborwert als Mal fiir eine
zunehmende Nierenfunktionsstdrung.

Triglyzeride (Normbereich: 0,68 - 1,88 mmol/l)

Die Triglyzeride sind Fette, die aus einem Glyzerinmolekiil und drei Fettséuren aufgebaut sind. Sie
dienen den Zellen zur Energiegewinnung. Ein Teil von ihnen wird vom Organismus selbst gebildet.
Nur die mehrfach ungesittigten Fettsduren, die ebenfalls an Glyzerinmolekiile gebunden sein
konnen, miissen iiber die Nahrung aufgenommen werden.

Eine Erhohung der Triglyzerid-Konzentration kann unterschiedliche Ursachen haben.
Dazu gehdren beispielsweise  Lebererkrankungen, Nierenerkrankungen, Gicht oder
Bauchspeicheldriisenentziindungen sowie eine Unterfunktion der Schilddriise. Der Stellenwert
dieser Fette als Risikofaktor fiir koronare Herzerkrankungen ist immer noch umstritten, obwohl
man bei vielen Herzinfarktpatienten erhohte Triglyzeridwerte nachweisen konnte.

Cholesterin (Normbereich: < 5,2 mmol/l)

Cholesterin wird einerseits mit tierischen Lebensmitteln aufgenommen, andererseits auch vom
Korper selbst synthetisiert. Es ist ein wichtiger Bestandteil fiir die korpereigene Produktion von
Hormonen und Gallenséuren sowie fiir den Aufbau der Zellmembranen. Idealerweise besteht ein
Gleichgewicht zwischen dem aufgenommenen und selbst produzierten Cholesterin einerseits und
dem fiir die genannten Aufbauvorgénge bendtigten Cholesterin andererseits. Funktioniert diese
Regulation nicht, steigt die Konzentration von Cholesterin im Blut an. Dieser Vorgang ist mit
einem hohen Risiko fiir die vorzeitige Entstehung arteriosklerotischer GefaB3verdnderungen
verbunden, welche zu Blutgefi3verengungen und somit zu einer Verringerung des Blutflusses
fiihren. Eine solche Verringerung steigert das Risiko, einen Herzinfarkt oder Schlaganfall zu
erleiden.

Glukose (Normbereich: 3,61 - 6,11 mmol/l)
Die Messung der Glukose im Blut (Blutzucker) ist ein einfaches und schnelles Verfahren zur
Diagnostik und zur Verlaufskontrolle von Krankheiten mit zu hohem oder zu niedrigem
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Blutzuckerspiegel. Vor allem beim Diabetes mellitus, der ,,Zuckerkrankheit, spielt diese
Untersuchungsmethode eine groe Rolle. Die Zuckerkrankheit fiihrt zu einem Mangel an Insulin,
einem Hormon, das die Aufnahme der Glukose in die einzelnen Korperzellen fordert und dadurch
den Blutzuckerspiegel senkt. Bei einem Insulin-Mangel ist der Blutzuckergehalt daher krankhaft
erhoht. Dies kann schwerwiegende Folgen haben wie Bluthochdruck, Nieren- und Augenleiden,
Nervenschiddigungen oder Arteriosklerose.

Hamoglobin (Normbereich: 14 - 18 g/dl)

Das Hamoglobin, der rote Blutfarbstoff, ist ein wichtiger Bestandteil der roten Blutkdrperchen
(Erythrozyten) und hat die Aufgabe, Sauerstoff in der Lunge zu binden und iiber die Blutgeféfle zu
den Zellen zu transportieren. Die Hdmoglobin-Konzentration ist neben der Erythrozytenzahl und
dem Héamatokritwert das dritte Kriterium zur Diagnose und Klassifikation von Andmien (zu wenig
rote Blutkdrperchen) und Polyglobuline (zu viel rote Blutkérperchen).

Leukozyten (Normbereich: 4,0 - 9,0 Gpt/I)

Bei den Leukozyten, auch weille Blutkdrperchen genannt, sind unterschiedliche Zelltypen
zusammengefasst, die ihre Funktion in der Immunabwehr des Organismus in den verschiedenen
Korpergeweben erfiillen. Sie schiitzen den Menschen vor schddigenden Einfliissen und machen
Krankheitserreger wie Bakterien, Pilze und Viren unschidlich. Sie spielen folglich eine
wesentliche Rolle und sind somit auch in hoheren Konzentrationen bei Infektionen und
Entziindungen sowie bei allergischen Reaktionen nachzuweisen. Eine Erhohung der Leukozyten
findet man auBlerdem bei Knochenmarkerkrankungen (Leuk&dmien), bdsartigen Tumoren oder
akutem Blutverlust. Eine Verminderung der Leukozyten tritt auf bei Grippe, Masern, Rételn oder
Typhus.

Thrombozyten (Normbereich: 140 - 450 Gpt/l)

Die Thrombozyten (Blutplédttchen) spielen eine wichtige Rolle bei der Blutgerinnung. Sie
registrieren, dass die GefdBwand verletzt ist, kleben aneinander und bilden einen Pfropf auf der
GefdBwandoffnung. Sie verhindern damit, dass Blut verloren geht und Keime in den Korper
gelangen. Gleichzeitig setzen sie die Blutgerinnung in Gang. Eine Verminderung der
Thrombozytenzahl kann bei Karzinomen, Nahrungsmittelallergien oder Infektionen auftreten. Die
Anzahl der Blutpldttchen nimmt hingegen zu bei Erkrankungen des Knochenmarks, nach grof3en
Operationen, bei Tuberkulose oder bei entziindlichen Erkrankungen.

Gemessene Urinparameter

Leukozyten

Die vermehrte Ausscheidung weiler Blutkdrperchen im Harn ist ein wichtiger Hinweis fiir eine
Entzindung der Nieren wund/oder der Harnwege infolge bakterieller Infektion.
(siehe dazu auch Erlduterungen Blutparameter)

Nitrit

Nitrit ist ein organischer Stoff in den Harnwegen, der von Bakterien aus Nitrat gebildet wird.
Die héufigsten Erreger von Harnwegsinfektionen, wie beispielsweise das Bakterium Escherichia
coli, wandeln das im Harn vorhandene Nitrat zu Nitrit um. Damit ist der Nachweis von Nitrit im
Harn ein indirekter Beweis fiir das Vorhandensein von (nitritbildenden) Keimen im Harn und
folglich von Harnwegsinfektionen.

pH-Wert

Der pH-Wert des Urins kann zwischen basischem und saurem Bereich schwanken. Diese
Schwankungen sind einerseits abhidngig von der Erndhrung, konnen aber auch durch
Stoftwechselstorungen, Harnwegsinfektionen oder Krebserkrankungen hervorgerufen werden. Bei
Erkrankungen, die die Funktion der Nieren oder Harnwege beeinflussen, fiihrt die Bestimmung des
Harn-pH-Wertes in Kombination mit anderen Werten zur Diagnose.
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Protein

Die Ausscheidung von Eiwei3 (Protein) im Urin ist ein wichtiges, aber unspezifisches Zeichen fiir
eine Nierenerkrankung. Die Ursache dafiir ist entweder eine erhohte Durchléssigkeit der Harnfilter,
eine verminderte Wiederaufnahme von Eiweifl in den Nierenkanélchen oder eine kombinierte
Storung. Die Hohe der EiweiBBausscheidung steht in der Regel in direkter Beziehung zum Ausmal
des Nierenschadens, der immer einer weiteren Abkldrung bedarf. Die spezifische Erkrankung, die
eine Nierenschidigung und somit eine Ausscheidung von Eiweif} iiber den Urin zur Folge hat, kann
anhand des Musters der Eiweiausscheidung erkannt werden.

Glukose

Glukose (“Zucker*) im Urin ist der Uberschuss an Zucker, der nicht mehr im Kdrper bendtigt wird.
Bei einem gesunden Menschen ist der Glukosegehalt im Urin zehnmal niedriger als im Blut. Das
héufig zuerst festgestellte Zeichen fiir eine Diabetes-Erkrankung ist die vermehrte Ausscheidung
von Glukose im Harn. Die Harnglukose-Bestimmung ist somit die wichtigste Methode zur
Erkennung einer Diabetes. Daneben haben aber auch Krebserkrankungen, Entziindungen und
direkte Schiddigungen der Nieren durch Unfille oder Vergiftungen erhdhte Glukose-
Konzentrationen im Harn zur Folge. Ein zu niedriger Glukosegehalt im Urin kommt nur bei
extremer Unterernéhrung vor.

Ketone

Der Nachweis von Ketonkdrpern im Harn ist ein wichtiger Hinweis fiir eine Stoffwechsel-
entgleisung eines Diabetikers, bei denen immer weniger Zuckermolekiile vom Organismus
verwertet und stattdessen Fettsduren aus dem Fettgewebe freigesetzt werden. Die Erhéhung der
Ketone im Blut kann bei den Betroffenen zu einer Séurevergiftung (Ketoazidose) und zum
bedrohlichen Koma fiihren. Die Ketone werden durch die Niere ausgeschieden. Aber zusitzlich
werden, damit das Blut elektrisch im Gleichgewicht bleibt, auch wertvolle Elektrolyte, vor allem
Natrium, ausgeschieden. Betroffen sind vor allem unerkannte, insulinpflichtige Diabetiker.

Bilirubin

Bilirubin ist ein gelbbrauner Gallenfarbstoff, der als Bestandteil des Blutes dem Serum gelbe Farbe
verleiht. Es entsteht beim Abbau des roten Blutfarbstoffes Hidmoglobin vor allem in der Milz und
der Leber. Bei Gesunden ist Bilirubin im Harn nicht nachweisbar. Man findet es nur bei
Erkrankungen wie Leberentziindung und Leberzirrhose oder bei einem Verschluss der Gallenwege.

Urobilinogen

Urobilinogen ist ein im Dickdarm bakteriell entstehendes Abbauprodukt des Gallenfarbstoffes
Bilirubin, welches normalerweise vollig in der Leber abgebaut wird. Zur vermehrten Ausscheidung
im Harn kommt es erst, wenn die Funktion der Leber eingeschriankt oder {iberlastet ist.

Blut

Wird Blut, d.h. Erythrozyten oder Himoglobin, im Urin nachgewiesen, kann das auf verschiedenen
Erkrankungen hinweisen. So konnen Harnwegsinfektionen, Steine in den Harnwegen,
Erkrankungen der Prostata oder Krebserkrankungen der Harn- und Geschlechtsorgane Ursache
dafiir sein. Bei einem gesunden Menschen ist kein Blut in Urin nachweisbar.
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Auswertung / Ergebnisse

«Vorname» «Name» Bergholz-Rehbriicke, den «Datum»
«Adresse»

«PLZy», «Orty»

Sehr geehrter Herr «Vornamey «Namey,

ich freue mich, Thnen die Ergebnisse lhrer Erndhrungsprotokolle mitteilen zu kdénnen. Das
beiliegende Informationsblatt gibt Auskunft {iber die Bedeutung und die Funktion der berechneten
Nihrstoffe, Vitamine und Mineralstoffe. AuBerdem erhalten Sie eine Ubersicht iiber Ihre Blutfette,
die von Partnern der Universitit Leipzig gemessen wurden. Auch hierfiir haben wir eine Ubersicht

erstellt, die Thnen diese Blutparameter noch mal kurz erlautert.

Mit freundlichen Grifien

Dipl. Oec. troph. A. Machowetz
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Probandennr.: «ID»

Erndhrungsprotokoll Zufuhrempfehlung pro Tag'
Parameter
1. 2. 3. 4. 19-25J. 25-51J. 51-65J.
Energie [kcal]  «kcal 1» «keal 2» «kcal 3» «Kcal 4» 3000 2900 2500
?/(:il lenhydrate «KH 1» «KH 2» «KH 3» «KH_4» >50%  >50% > 50%°
Eiweil3 [%] «EW_1» «EW_2» «EW_3» «EW_4» 59¢g 59g 58g
30%’ 30%’ 30%’
0,

Fett [%] «F 1» «F 2» «F 3» «F _4» ~97.8¢ ~97.8¢ ~97.8¢
GesaEtlgte «SFA 1» «SFA 2» «SFA 3» «SFA_4» 1/33 1/33 1/33
Fettsduren [%] - - - -
Einfach
ungesittigte «MUFA_1» «MUFA 2» «MUFA 3» «MUFA 4y 1/33 1/33 1/33
FS [%]
Mehrfach
ungesittigte «PUFA 1» «PUFA 2» «PUFA 3» «PUFA 4» 1/33 1/33 1/33
FS [%]
[Cnl:;)]l esterin «Chol 1»  «Chol 2» = «Chol 3»  «Chol 4» 300 300 300
][Bgaillaststoffe «Bst_1» «Bst_2» «Bst_3» «Bst_4» 30 29 25
Wasser [ml]  «Wasser 1» «Wasser 2» «Wasser 3» «Wasser 4» 2700 2600 2250
Alkohol [g] «Alk_1» «Alk 2» «Alk 3» «Alk_4» <20 <20 <20

Probandennr.: «ID»

Ernahrungsprotokoll Zufuhrempfehlung pro Tag'
Parameter
1. 2. 3. 4. 19-25J. 25-51J. 51-65J.
Vitamine
Vit.A [pg] «ReEq 1» «ReEq 2» «ReEq 3» «ReEq 4» 1000 1000 1000
Vit. E [mg] «VitE_1» «VitE 2» «VitE 3» «VitE _4» 15 14 13
Vit. D [pg] «VitD_1»  «VitD 2» = «VitD 3»  «VitD 4» 5 5 5
Vit. C[mg] «VitC_1» «VitC 2» «VitC 3» «VitC _4» 100 100° 100
Folsdure pg]  «Folsr 1»  «Folsr 2»  «Folsr 3»  «Folsr_4» 400 400 400
Vit. B12 [pg] «BitB12 1» «BitB12 2» «BitB12 3» «BitB12 4» 3 3 3
Mineralstoffe
E;lg]lum «Ca_1» «Ca_2» «Ca 3» «Ca_4» 1000 1000 1000
lfflnatgg]nesmm «Mg_1» «Mg 2» «Mg 3» «Mg_4» 400 350 350
Eisen [mg] «Fe 1» «Fe 2» «Fe 3» «Fe 4» 10 10 10

' Deutsche Gesellschaft fiir Ernéhrung: Referenzwerte fiir die Nihrstoffzufuhr, Umschau-Verlag 2000
?bezogen auf die Gesamtenergiezufuhr

*bezogen auf die Gesamtfettzufuhr

* Daten aus dem 7-Tage-Alkoholverzehrsprotokoll
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Nahrstoff

Wichtig fur:

Gute Quellen sind:

Kohlenhydrate

Energielieferant fiir alle
Zellen des Organismus

Brot, Brotchen, Reis, Nudeln,
Honig, Schokolade, Trockenfriichte,
Obstsifte, Limonaden, Obst und
Gemiise

Bildung von Hormonen

Kise, Wurst, Fleisch, Fisch, Eier,

Hormonen, Bestandteil
von Zellmembranen

Eiweil und Enzymen Weizenkeime
Energielieferant, Bildung W}lrstwaren, Milch unq -
des Energiedepots und Milchprodukte, pflanzliche Ole,
Fett . Niisse (z.B. Haselnuss, Mandel),
von Signalstoffen, . .
Wiirmeisolation verschiedene Fischsorten (z.B. Aal,
Hering, Thunfisch)
Vorstufe von Eier (besonders Eigelb), Butter,
. Gallenséuren und Margarine, Leber, Niere und Hirn
Cholesterin

von Kalb, Rind und Schwein,
Fischkorperdle, Dorschlebertran,

Ballaststoffe

Verdauung,
Schutz vor Darmkrebs

Vollkornprodukte, Kleie,
Leinsamen, Obst und Gemiise

Wasser

Aufrechterhaltung aller

Getrinke, Obst, Gemiise, Quark,

Gemiise wie Rosenkohl, Spargel,
Erbsen, Bohnen

Stoffwechselfunktionen | Weichkése, Fleisch
Vitamine Wichtig flr: Gute Quellen sind:
Baustein des Leber, Thunfisch, Aal, Margarine,
L Sehfarbstoffes, Aufbau | Sojadl,
Vitamin A . N
(Retinol) und Funktionserhaltung Als Vorstufe (Beta-Carotin) in:
von Haut und Spinat, Griinkohl, Feldsalat,
Schleimhiuten, Schutz Paprika, Wirsing,
vor Oxidation Aprikosen, Sauerkirschen, M6hren
Bestandteil vieler nur in tierischen Produkten
Vitamin B12 Enzyme, Blutbildung, (Innereien, Fisch, Eier,
(Cobalmin) Schutz vor Herz- Milchprodukte) und in
Kreislauf Erkrankungen | fermentiertem Gemiise
Ve?rbessert . Gemiise und Obst wie Brokkoli,
Eisenaufnahme, Bildung . .
. . - Paprika, Blumenkohl, Kohlrabi, ;
Vitamin C und Funktionserhaltung . .
- . Zitrusfriichte, schwarze
(Ascorbinséure) von Bindegewebe und . o
Johannisbeeren, Kiwi,
Knochen, Schutz vor .. .
N hochster Gehalt in Hagebutten und
Oxidation,
Sanddorn
Immunabwehr
Vitamin D Fisch wie Lachs, Heilbutt,
. Knochenbildung Thunfisch, Hering,
(Calciferol) . .
Margarine, Eier
Vitamin E o Margarine und Pﬂanz.hch'e Qle wie
(Tocopherol) Schutz vor Oxidation, Sonnenblumendl, Maiskeimol,
P entziindungshemmend Mandeln, Haselniisse, Leinsamen, Sy
Schwarzwurzel, Wirsing, Mohren
Leber, Eier, Vollkornprodukte, Brie,
- Camembert, Limburger, Joghurt
Folsaure Zellerneuerung, o . )
. 3,5 %, Apfelsine, Weintrauben,
Zellreifung
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Mineralstoffe Wichtig fur: Gute Quellen sind:
Knochen- und Zahnsubstanz, | Milch und Milchprodukte wie
Kalzium Reiziibertragung im Joghurt, Kése, Buttermilch,
Nervensystem, Griinkohl, Fenchel, Lauch,
Muskelkontraktion, Mineralwasser mit einem
Blutgerinnung Kalziumgehalt von iiber 150mg/1
Vollkornbrot, Spinat, Zuckermais,
Magnesium Mineralisation des Knochens, | Griinkohl, Kése, Fische v.a. Zander
g Enzyme, Reiziibertragung, und Karpfen, Gefliigel,
Muskelkontraktion Mineralwasser mit einem
Magnesiumgehalt von iiber 50 mg/1
Fleisch, Fisch wie Kabeljau,
Schellfisch, Seelachs,
Eisen Roter Blutfarbstoff, gernee Mf:ngen m Gemqse wie
Spinat, Mdhren, Brokkoli,
Immunabwehr, Enzyme
Schwarzwurzeln, Leber,
Friichtemiisli, getrocknete
Pflaumen, Sojamehl
Probandennr.: «ID»
Blutabnahme Riﬁiﬁgz'
Parameter o
1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. mmol/l)
Triclvzeride «M 01T «M 02T «M 03T «M 04T «M 05T «M 06T «M 07T 0.68 -
gy G mmoll G mmoll G mmoll G mmoll G mmoll G mmoll G mmoll ’
[mmol/1] 1,88
» » » » » » »
Cholesterin «M 01tC «M_02tC «M 03tC «M 04tC «M 05tC «M 06tC «M 07tC
[mr(;lgls /ﬁ hol mmo hol mmo hol mmo hol mmo hol mmo hol mmo hol mmo <5,2
11» 11» 11» 11» 11» 11» 11»
HDL «M 0lH «M 02H «M O03H «M 04H «M 05H «M 06H «M 07H
] DLchol  DLchol  DLchol  DLchol  DLchol  DLchol  DLchol — >145
mmoll» mmoll» mmoll» mmoll» mmoll» mmolly mmoll»
LDL «M 0L «M 02L «M O3L «M 04L «M O05SL «M 06L «M O7L
il DLchol  DLchol  DLchol  DLchol  DLchol  DLchol  DLchol <39
mmoll» mmoll» mmoll» mmoll» mmoll» mmolly  mmoll»
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11.6 Erganzende Daten
Tab. 11.1: Renale Exkretion der phenolischen Marker Tyrosol, Hydroxytyrosol und
3-O-Methylhydroxytyrosol zu Baseline und zu Beginn und Ende des Verzehrs von
raffiniertem, gemischtem und nativem Olivendl
. Raffiniert Gemischt Nativ
Parameter Baseline p
pre post pre post pre post
T (ug/24-h 58,7 60,6 65,6 68,9 159,9 58,7 306,3 eweils
Uri%; (51,4; (53,6; (57,3; (60.6: (1432, (521; (2733 L 0001
67,0) 68,5) 75,2) 78,3) 178,5) 66,1) 343,4) ’
OHT 74,6 96,9 116,5 109,7 4933 96,9 816,4 eweils
(ng//24-h- (65,9; (842;  (10L1;  (959;  (4421; (838  (7049; 0001
Urin) 84.4) 111,5)  1343)  1255)  5504)  1119)  945.6) ’
MOHT 14,8 18,5 18,8 20,0 50,7 17,6 908 .
(ng/24-h- (13,0; (16,5; (16,7; (17.,8; (45.,8; (15.,9; 812, L 0001
Urin) 16,8) 20,8) 21,2) 22,4) 56,2) 19,5) 101,7) ’

Angaben als geometrischer Mittelwert und SEM (untere; obere Grenze); Test auf signifikante Gruppen-
unterschiede zwischen Beginn und Ende der jeweiligen Olivendlverzehrsperiode mittels Student's t-Test fiir
gepaarte Stichproben; T - Tyrosol; OHT - Hydroxytyrosol; MOHT - 3-O-Methylhydroxytyrosol

Tab. 11.2: Gewicht, Body Mass Index, Gelegenheitsblutdruck, Blutlipide, Parameter der
Lipidperoxidation und endogene Antioxidantien im Studienverlauf

Blutab- Gewicht, BMI und Gelegenheitsblutdruck

nahme Gewicht (kg) BMI (kg/m?) SBD (mmHg) DBD (mmHg)
1 76,4 (75,1; 77.6) 23,7 (23,3; 24,1) 123 (122; 125) 78 (78; 79)
2 76,6 (75,4; 77.9) 23,7 (23.,4; 24,1) 122 (120; 123) 78 (78; 79)
3 76,8 (75,5; 78,0) 23,8 (23,5; 24,1) 121 (119; 123) 76 (76; 78)
4 76,8 (75,6; 78,1) 23,8 (23,5; 24,1) 120 (119; 122) 76 (75; 77)
5 76,9 (75,6; 78,1) 23,8 (23,5; 24,2) 121 (119; 122) 76 (76; 77)
6 76,9 (75,6; 78,1) 23,8 (23,5; 24,2) 120 (118; 122) 76 (76; 77)
7 76,8 (75,5; 78,1) 23,8 (23,4;24,2) 119 (117; 121) 76 (75; 76)

| Dreens 0,091 0,090 <0,001 <0,004

Blutab- Blutlipide

nahme tChol (mmol/l) HDL-C (mmol/l) LDL-C(mmol/l) TG (mmol/l)
1 4,80 (4,69; 4,91) 1,34 (1,31; 1,38) 3,09 (2,99; 3,20) 0,99 (0,96; 1,03)
2 4,86 (4,75; 4,97) 1,38 (1,35; 1,41) 3,06 (2,96; 3,17) 1,06 (1,01; 1,11)
3 4,74 (4,63; 4,85) 1,39 (1,36; 1,42) 2,99 (2,89; 3,10) 0,96 (0,92; 1,00)
4 4,77 (4,66; 4,38) 1,36 (1,33; 1,39) 3,02 (2,92; 3,13) 1,02 (0,98; 1,07)
5 4,73 (4,62; 4,83) 1,41 (1,38; 1,44) 2,95 (2.,85; 3,05) 0,98 (0,94; 1,02)
6 4,86 (4,75; 4,97) 1,40 (1,37; 1,43) 3,06 (2,96; 3,17) 1,03 (0,98; 1,07)
7 4,74 (4,64; 4,86) 1,42 (1,39; 1,46) 2,95 (2,84; 3,05) 0,97 (0,93; 1,02)

| PTrend 0,559 0,011 0,252 0,659

Blutab- Lipidperoxidation

nahme OLAB (U/l) oxLDL (U/l) CD (umol/l) Fo-Isop (ng/l)  OHFA (umol/l)
1 501,3 (431,9;581,9) 38,9(36,9;41,0) 11,7 (11,3;12,1) 29,6 (28,8;30,4) 1,43 (1,39; 1,48)
2 504,7 (437,2;582,7) 38,9 (37,1;40,7) 11,8 (11,3;12,2) 28,5(27,9;29,2) 1,36 (1,31; 1,41)
3 484,1 (418,0; 560,7) 34,9 (33,4;36,4) 10,8 (10,4; 11,1) 27,4(26,7;28,2) 1,23 (1,20; 1,26)
4 464,7 (399,1; 541,1) 39,7 (38,0;41,6) 11,8 (11,4;12,2) 26,9 (26,2;27,5) 1,26 (1,22;1,30)
5 493,8 (425,6; 572,8) 36,7 (34,9; 38,6) 11,0(10,7;11,3) 27,1(26,4;27,8) 1,23 (1,20, 1,27)
6 487,8 (418,8;568,2) 39,7 (37,9;41,6) 11,7(11,3;12,1) 27,2(26,5;27,9) 1,27(1,23;1,31)
7 505,1 (435,7; 585,5) 37,7(35,8;39,6) 11,6 (11,2;12,0) 27,0 (26,3;27,6) 1,24 (1,19; 1,29)

pTrend

0,300

0,482

0,639

0,015

0,090
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Tab. 11.2: - Fortsetzung -

Blutab- Endogene Antioxidantien (1)

nahme GSH-Px (U/l) GSSG-Rd (U/l) PON (umol/l) SOD (umol/l)
1 660,5 (645,4; 675.9) 60,2 (58,5; 62,0) 137,4 (126,7; 194,0)  138,3 (135,9; 140,7)
2 678,7 (663,6; 694,2) 59,9 (57,8; 62,1) 140,8 (129,8; 152,7) 138,3 (135,5; 141,1)
3 653,7 (647,0; 670,7) 60,1 (58.2; 62,0) 137,6 (127,0; 149,0)  136,4 (133,7; 139,2)
4 6633 (652,7; 674,2) 61,8 (59,9; 63,7) 137,0 (126,4; 148,6) 1349 (132,1; 137,8)
5 674,7 (661,2; 688.6) 60,2 (58,3; 62,1) 139,2 (128,5,150,9)  135,3 (132,8; 137,9)
6 681,1 (666,8; 695,7) 61,9 (59,9; 64,0) 140,2 (129,3; 152,1)  135,5(132,9; 138,2)
7 675,2 (661,9; 688.6) 61,7 (59,7; 63,8) 138,1 (127,4;149,7)  135,6 (133,1; 138,2)

[ Preen 0,309 0,173 0,818 0,039 |

Blutab- Endogene Antioxidantien (2)

nahme GSH (umol/l) GSSG (umol/l) Verhaltnis GSH/GSSG
1 4,63 (4,56 4,71) 1,35 (1,34; 1,36) 3,73 (3,66; 3,80)
2 5,00 (4,93; 5,08) 1,23 (1,22; 1,24) 4,44 (4,36; 4,52)
3 5,25 (5,18; 5,33) 1,17 (1,16; 1,18) 4,91 (4,82; 4,99)
4 5,52 (5,45; 5,59) 1,07 (1,06; 1,08) 5,69 (5,59; 5,79)
5 5,71 (5,64; 5,79) 0,79 (0,77, 0,83) 8,24 (7.91; 8,59)
6 5,96 (5,90; 6,02) 0,79 (0,76; 0,83) 8,63 (8,23; 9,05)
7 6,18 (6,12; 6,23) 0,68 (0,66; 0,70 10,61 (10,26; 11,00)

| Prrend <0,001 <0,001 <0,001 |

Angaben als geometrischer Mittelwert und SEM (untere; obere Grenze); Test auf signifikanten Trend im
Studienverlauf mittels gemischtem linearen Modell mit Baselinewert, Alter und Fettdifferenz als Kovariate,
Olivenlverzehrsreihenfolge und Zeit als feste Faktoren sowie Probandennummer als zufilliger Faktor;
BMI - Body Mass Index; SBD - systolischer Blutdruck; DBD - diastolischer Blutdruck,
tChol - Gesamtcholsterin, HDL-C - HDL-Cholesterin, LDL-C - LDL-Cholesterin, TG -Triglyzeride,
OLAB - oxidierter LDL-Antikorper, oxLDL - oxidiertes LDL, CD - konjugierte Diene,
OHFA - Hydroxyfettsduren, GSH-Px - Glutathion Peroxidase, GSSG-Rd - Glutathion Reduktase,
PON - Paraoxonase, SOD - Superoxid-Dismutase, GSH - reduziertes Glutathion, GSSG - oxidiertes
Glutathion, Verhiltnis GSH/GSSG - Verhéltnis von reduziertem zu oxidiertem Glutathion
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Tab. 11.3:  Energie- und Nahrstoffzufuhr im Studienverlauf

Parameter

Erhebungszeitpunkte

1

2

3

4

PTrend

Energie (MJ)
Kohlenhydrate
(Energie-%)
Proteine
(Energie-%)

Fett

(Energie-%)
SFA (Fett-%)
MUFA (Fett-%)
PUFA (Fett-%)
Olséure (Fett-%)
Cholesterin (mg)

Vitamin C (mg)

Vitamin E (mg)
Vitamin A (mg)
Folsaure (ng)
Vitamin Bg (mg)
Vitamin By, (mg)

10,4 (10,1; 10,8)
48,3 (47,4; 49,3)
14,9 (14,5; 15,2)

34,0 (33,2; 34,9)

45,9 (45,1; 46,8)
37,4 (36,9; 37.9)
15,2 (14,6; 15,9)
30,7 (29,6; 31,9)
322 (303; 342)

91,6
(84,9; 98.8)
9,4 (8,9;9,9)

1,29 (1,22; 1,36)

238 (227; 250)

1,81 (1,73; 1,89)

3,75 (3,41; 4,12)

10,5 (10,2; 10,9)
45,8 (45,0; 46,6)
14,4 (14,1; 14,8)

37,7 (37.1; 38,4)

38,8 (38,1; 39,6)
46,7 (46,2; 47,2)
13,6 (13,2; 14,0)
39,3 (38,8; 39,8)
292 (272; 313)

101,1
(92,7; 110,4)
10,9 (10,4; 11,4)
1,25 (1,16; 1,35)
241 (230; 254)
1,77 (1,70; 1,85)
3,49 (3,10; 3,94)

10,6 (10,2; 11,1)
453 (44,2; 46,4)
14,3 (13.8; 14,8)

37,2 (36,1; 38,4)

37,0 (36,3; 37,8)
47,7 (47,2; 48,3)
14,4 (13,9; 14,8)
40,3 (39,8; 40,9)
295 (278; 314)

83,9
(77.8; 90,6)
10,9 (10,5; 11,4)
1,26 (1,17; 1,35)
235 (224; 246)
1,77 (1,70; 1,84)
3,73 (3,45 4,15)

10,4 (10,0; 10,7)
45,0 (44,2; 45,8)
14,6 (14,2; 15,0)

37,9 (37.2; 38,6)

37,3 (36,5; 38,2)
47,5 (46,9; 48,2)
14,0 (13,5; 14,4)
40,1 (39,5; 40,7)
295 (277; 313)
96,1
(88,3; 104,6)
11,7 (11,2; 12,3)
1,14 (1,07; 1,22)
250 (236; 266)
1,85 (1,78; 1,93)
3,87 (3,51; 4,25)

0,623

0,125
0,538

0,733

0,006
0,027
0,264
0,493
0,620

0,368

0,007
0,205
0,190
0,021
0,104

Angaben als geometrischer Mittelwert und SEM (untere; obere Grenze); Test auf signifikanten Trend im

Studienverlauf mittels

gemischten linearen Modell mit Baselinewert und Alter als

Kovariate,

Olivenlverzehrsreihenfolge und Zeit als feste Faktoren sowie Probandennummer als zufilliger Faktor;
SFA - gesittigte Fettsduren, MUFA - einfach ungesittigte Fettsduren; PUFA - mehrfach ungesittigte

Fettsduren

Tab. 11.4: Energie- und Néhrstoffaufnahme in den Verzehrsphasen mit und ohne Olivendl

Parameter kein Olivendl Olivendl p
Energie (MJ) 10,4 (10,1; 10,8) 10,8 (10,4; 11,2) 0,472
Kohlenhydrate (Energie-%) 48,3 (47,4; 49,3) 45,7 (44,7; 46,8) 0,032
Proteine (Energie-%) 14,9 (14,5; 15,2) 13,7 (13,3; 14,2) 0,026
Fett (Energie-%) 34,0 (33,2; 34,9) 37,4 (36,2; 38,5) 0,004
SFA (Fett-%) 45,9 (45,1; 46,8) 37,8 (37,0; 38,6) < 0,001
MUFA (Fett-%) 37,4 (36,9; 37,9) 47,2 (46,6; 47.,9) < 0,001
PUFA (Fett-%) 15,2 (14,6; 15,9) 14,0 (13,6; 14,4) 0,074
Olsiure (Fett-%) 30,7 (29,6; 31,9) 39,7 (39,1; 40,4) < 0,001
Cholesterin (mg) 322 (303; 342) 279 (261; 298) 0,032
Vitamin C (mg) 91,6 (84,9; 98.8) 95,4 (87,8; 104) 0,646
Vitamin E (mg) 9,4 (8,9;9,9) 11,6 (11,1; 12,1) < 0,001
Vitamin A (mg) 1,29 (1,22; 1,36) 1,21 (1,13; 1,29) 0,347
Folsaure (ng) 238 (227; 250) 241(230; 252) 0,872
Vitamin Bg (mg) 1,81 (1,73; 1,89) 1,75 (1,68; 1,82) 0,474
Vitamin By, (mg) 3,75 (3,41; 4,12) 4,42 (3,05; 3,84) 0,353

Angaben als geometrischer Mittelwert und SEM (untere;

obere Grenze); Test auf signifikante

Gruppenunterschiede mittels gemischtem linearen Modell Baselinewert und Alter als Kovariate,
Olivenlverzehrsreihenfolge und Treatment als feste Faktoren sowie Probandennummer als zufélliger Faktor;
SFA - gesittigte Fettsduren, MUFA - einfach ungesittigte Fettsduren; PUFA - mehrfach ungesittigte

Fettsduren
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